Eine Methode zur manometrischen Messung des Stoffwechsels 
von Gewebekulturen wihrend des Wachstums. 


Von 


H. Laser. 


(Aus dein Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es fehlte bisher eine Methode, die gestattet, den Stoffwechsel 
wachsender Gewebekulturen unter physiologischen Bedingungen zu 
bestimmen. 

Manometrische Bestimmungen einzelner Stoffwechselgr6Ben von 
Gewebekulturen wahrend des Wachstums sind bisher von R. Meier! und 
F. Lipmann?® ausgefiihrt worden. 

Meier benutzte dazu ein an ein gewohnliches Manometer anzuschlieBen- 
des, besonders konstruiertes Kulturgefai®, in dessen Stopfen sich ein Kali- 
laugerezipient befand. Durch Drehung des GefaiBes konnte die Verbindung 
zu diesem Rezipienten ge6éffnet oder geschlossen werden. Da es wegen der 
zunehmenden Alkalinitaét des Mediums nicht méglich war, unter dauernder 
Absorption der Kohlensiure zu arbeiten, wurde wahrend der Wachstums 
periode, welche mehrere Tage dauerte, die Verbindung geschlossen gehalten 
und erst am Ende der Periode geéffnet. In diesem Zeitpunkt wurde die 
gesamte Kohlensaure absorbiert. Es wurde hierdurch also der Gesamt- 
sauerstoffverbrauch wahrend einer bestimmten Periode gemessen, d.h. nur 
ein Endwert. Meier hat nach Schlu8 der Versuchsperiode die Flachen- 
groBe der Kulturen planimetrisch bestimmt und setzt den Sauerstoff- 
verbrauch in Beziehung zur Flachengr6Be. Werte, die mit anderen Be- 
stimmungen fiir den Sauerstoffverbrauch an Geweben oder Organen ver- 
glichen werden kénnen, werden von ihm nicht angegeben, da es nicht 
mdéglich war, die Gewebegewichte zu bestimmen. 

Lipmenn verwendet zu seinen am Differentialmanometer ausgefiihrten 
Messungen modifizierte Carrel-Flaschen, welche an einer Seite ein kleines 
Abteil als Kalilaugerezipient besitzen. Er miSt bei dauernder Absorption 
der Kohlenséure und verhindert die zanehmende Alkalisierung des Mediums 


' R. Meier, diese Zeitschr. 231, 297, 1931. 
2 F. Lipmann, ebendaselbst 244, 177, 1931. 
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durch Anwendung eines Puffersystems. Haufig wuchsen die Kulturen 
jedoch nach den Angaben von Lipmann in der verwendeten Phosphatlésung 
nicht gut, bzw. reichte bisweilen die Pufferung zur Aufrechterhaltung der 
Anfangsreaktion nicht aus. Auf Gewichtsmengen bezogene Werte fiir den 
Sauerstoffverbrauch der Kulturen gibt er nicht an, sondern absolute Werte 
fir die Sauerstoffaufnahme, wobei er voraussetzt, daB der Sauerstoff- 
verbrauch wie auch die anderen Stoffwechselreaktionen wihrend der 
Versuchsdauer pro Gewichtseinheit gleich bleiben, daB man also aus den 
absoluten Zahlen Schliisse tiber die Gewebezunahme machen kénne. Diese 
Annahme macht er auch in einer anderen Reihe von Versuchen, in welchen 
ohne Verwendung von Kalilauge die aerobe Druckzunahme gemessen und 
in Beziehung zur aeroben Glykolyse gesetzt wird!. 

Will man Werte fiir den Gasumsatz im Sinne der von Warburg 
angegebenen Quotienten erhalten, so muB eine Methode angewandt 
werden, welche das Wachstum der Kulturen iiber langere Zeit ohne Ab- 
sorption von Kohlensdiure gestattet und die gleichzeitige Messung 
simtlicher erforderlichen StoffwechselgréBen (Qo,; QQ? und Oy? nach 
der Nomenklatur Warburgs) unter physiologischen Bedingungen, 
d.h. unter normalem Kohlensdéuredruck und bei Verwendung der 
gebrauchlichen Nahrlésungen fiir Kulturen, erméglicht. Hierzu diente 
die verbesserte Methode zur Untersuchung des Z@lstoffwechsels in 
Serum nach Warburg, wobei mit zwei verschiedenen Fliissigkeits- 
volumina gearbeitet wird. 

Es ist bekannt, da zwei oder mehrere verschiedene Kulturen 
niemals absolut gleich wachsen, es ist also auch anzunehmen, daB die 
GréBen ihres Stoffwechsels nicht absolut iibereinstimmen. Es war 
infolgedessen nicht angangig, die beiden erforderlichen Messungen mit 
verschiedenen Fliissigkeitsvolumina in verschiedenen GefaBen und an 
verschiedenen Kulturen vorzunehmen, sondern sie muften in dem- 
selben GeféB und an den gleichen Kulturen ausgefiihrt werden. Auch 
Warburg hat in seinen Untersuchungen iiber die Retina bisweilen bei 
Materialmangel Messungen mit verschiedenen Volumina nach der 
Serumkastchenmethode abwechselnd am gleichen Gewebe ausgefiihrt, 
indem er eine bestimmte Serummenge abpipettierte bzw. spiter wieder 
hinzufiigte. Ahnlich mufte die Versuchsanordnung fiir Gewebekulturen 
ausgefiihrt werden, wobei nur darauf Riicksicht zu nehmen war, dal 
das Abpipettieren und Wiederhinzufiigen der im Versuch zur An- 
wendung gelangten Fliissigkeit ohne wesentliche Unterbrechung des 
Versuchs und unter sterilen Bedingungen geschah. 


1 Nach Abschlu8 der Arbeit ist eine Veréffentlichung von BE. Tiedemann 
und A. Fischer erschienen (diese Zeitschr. 247, 68, 1932), welche die CO,- 
Bildung von Kulturen elektrometrisch durch Veranderung der Leitfahigkeit 
eines Drahtes bestimmen, der mit dem Gasraum, in welchem die Kulturen 
wachsen, in Verbindung steht. 

2 O. Warburg, diese Zeitschr. 152, 51, 1924. 
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Diesem Zweck diente das in Abb. 1 wiedergegebene GefiB!. Es 
besteht aus einem Unterteil U, welcher einen Durchmesser von 3 cm 
und eine innere Héhe von 0,7 cm besitzt. Das GefaiB ist also méglichst 
niedrig im Verhaltnis zum Durch- 
messer gewahit, damit beim Schiitteln 
eine ausreichende Sattigung der Fliissig- 
keit, die die am Boden _ befindlichen 
Gewebekulturen bedeckt, .mit dem 
jeweiligen Gasgemisch stattfindet. Das 
GefaB wird durch den Helm H ver- 
schlossen. Der Helm besitzt nach 
oben drei Ausfiihrungen. Die Kapil- 
lare a, die durch einen Hahn verschlieB- 
bar ist, dient zur Luftabfubr bei dem 
jeweiligen Durchleiten und Siattigen 
mit dem erforderlichen Gasgemisch. 
Die Kapillare 6 fiihrt zum Manometer. 
c besteht aus einer auf ein bestimmtes 
Volumen geeichten Pipette vom Ende 
des Hahns bis zu einer im oberen 
ausgezogenen Teil der Pipette ange- 
brachten Marke (in diesem Falle 2 ccm). 
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Abb. 1. Kulturgefaf. 


U = Unterteil. Diese Pipette wird durch einen 
H = Helm. ‘ . ° ’ “4 : 
a = Kapillare zur Luftdarehfuhr beim Schliff in den Helm ¢ inge fiigt. Thr 
Durchleiten yon Gas. unteres Ende ist iiber den Schiliff 
oer ee hineus verlangert und reicht bis 1 mm 
c = Geeichte Pipette zum Verindern if = . 
des Flissigkeitsvolumens. liber den Boden des Unterteils U. Das 


: obere Ende ist U-férmig gebogen, nach 

Art der sogenannten Pasteurschen Schlinge. Hierdurch wird erreicht, 
daB die herauspipettierte sterile Fliissigkeit, wahrend sie sich in der 
Pipette befindet, nicht durch Luftkeime infiziert wird. 


Manometrische Technik. 


Das GefaiB, welches etwa 7 bis 8 ccm Inhalt hat, wird nach An- 
bringung der Kulturen mit 3,25 ccm Fliissigkeit gefiillt, wobei darauf 
geachtet wird, daB die Kapillare der Pipette bis zum Ansatz des Hahns 
mit Fliissigkeit gefiillt ist. Diese geringe Menge, welche sich in der 
Kapillare befindet, nimmt an dem Gasaustausch nicht teil und wird 
unberiicksichtigt gelassen. Nachdem die erste Messung mit dem Vo- 
lumen von 3,25 cem erfolgt ist, werden die Hahne der Kapillare a und 


1 Die GefaBe wurden von der Firma L. Hormuth, Inh. W. Vetter, 
Heidelberg, hergestellt. 
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der Pipette ¢ geéffnet, sodann wird durch eine an das obere Ende der 
Pipette aufgesetzte Spritze Fliissigkeit bis zu der oberen Marke an- 
gesogen und der Hahn bei ¢ geschlossen. Vom Manometer her wird 
sodann noch einmal Gas durchgeleitet, darauf wird die Kapillare a 
geschlossen und nach erfolgtem Temperaturausgleich die zweite Messung 
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Abb. 2, Kompensationsgefas. 
A: Durehschnijtt IL. 
a = Kapillare zur Luftdurchfubr beim Durchlelten von Gas. 
» = Kapillare zum Manometer. 
B: Durchsehnitt LI. 
1 = Kapillare zur Luftdurehfahr beim Durchleiten von Gas.- 
= Geeichte Pipette zum Verindern des Flissigkeitsvolumens. 


C: Grundrif mit Lage der Durchschnitte I und II 


mit dem kleinen Fliissigkeitsvolumen vorgenommen. Da die Unter- 
suchungen der kleinen Ausschlige wegen im Differentialmanometer 
ausgefiihrt werden, ist das KompensationsgeféB auf die gleiche Weise 
konstruiert wie das eigentliche KulturgefiB (Abb. 2). Wahrend das 
KulturgefaB aus kulturtechnischen Griinden aus zwei auseinander- 
nehmbaren Hauptteilen besteht, ist bei dem KompensationsgefaB 
die urspriingliche Kastchenform nach Warburg beibehalten. Zur Er- 
héhung der Genauigkeit wird auch im KompensationsgefaB die Flissig- 
keitsmenge verringert bzw. spiter wieder auf das Ursprungsvolumen 
aufgefillt wie in dem KulturgeféB und mit dem gleichen Gas gesattigt. 
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Die Berechnung der Manometerausschlige geschieht nach den 
Angaben von Warburg', unter Beriicksichtigung des Bicarbonatgehaltes 
und der Retention von Kohlenséure in der benutzten Fliissigkeit 2. 
Nach Ausfiihrung einer Messung mit 5°, CO, in O,, zunichst bei groBem 
und dann bei kleinem Fliissigkeitsvolumen, wird eine Messung mit 5°, 
CO, in N, zur Ermittlung der anaeroben Glykolyse bei kleinem Fliissig- 
keitsvolumen angeschlossen. Darauf wird wieder 5°, CO, in O, durch- 
geleitet. Die beiden Messungen mit 5°, CO, in O, miissen mindestens 
iiber je 30 Minuten ausgefiihrt, konnen unter Umstianden auch auf je 
1 Stunde ausgedehnt werden, wodurch die Genauigkeit vergréBert 
wird. Die Wachstumszunahme der Kulturen wahrend dieser Zeit, 
welche gewichtsmengenmaBig in 2 bis 3 Tagen etwa 70 bis 100% 
betragt, kann hierbei vernachlissigt werden. Fiir die Messung im 
Stickstoff geniigt nach erfolgtem Temperaturausgleich gewéhnlich eine 
Beobachtung von zweimal 10 Minuten. 

Dieser Wechsel fiir die drei Messungen wird nach den Erfordernissen 
des Experiments taglich einmal oder in mehrtagigen Zwischenraumen 
vorgenommen. In der Zwischenzeit wachsen die Kulturen ungestért 
weiter. Falls keine Messungen vorgenommen werden, brauchen die 
Kulturen nicht geschiittelt zu werden. Jedoch beeinfluBt langsames 
Schiitteln, etwa 60 mal in der Minute, iiber mehrere Tage das Wachstum 
der Kulturen nicht. Wird in der Zeit zwischen den Messungen nicht 
geschiittelt, so muB vor Beginn der ersten Messung verhaltnismaBig 
lange, mindestens 1 Stunde, mit dem entsprechenden Gas geschiittelt 
werden, bevor der Versuch begonnen werden kann. Wahrend der 
Messungen selbst betrigt die Schiittelgeschwindigkeit etwa 100 in der 
Minute. Ein Einflu8 der kurzen Stickstoffperiode auf das weitere 
Wachstum der Kulturen war nicht festzustellen, jedoch sind Unter- 
sachungen hieriiber noch im Génge. 


Kulturtechnik. 


Jedes Kulturgefi8 wird mit mehreren (4 bis 6) Kulturen beschickt. 
Es eignen sich hierzu nur Reinkulturen, welche in diinner Schicht 
wachsen, deren Dicke, wie das schon Meier und Lipmann gezeigt haben, 
unterhalb der Grenzschnittdicke bei den beobachteten Stoffwechsel- 
gréBen liegt. Bis zur Verwendung im Experiment werden sie als ge- 
wohnliche Deckglaskulturen geziichtet. Sie werden dann am Boden 
des GefaBes in einer diinnen Plasmaschicht, welche durch einen Tropfen 
stark verdiinnten Embryonalextraktes zum Gerinnen gebracht wird, 
fixiert. Auch hierbei ist es leicht, die Plasmaschicht so diinn zu gestalten, 


* O.Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Verlag J. Springer, 1926. 
® Derselbe, diese Zeitschr. 164, 485, 1925. 
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daB sie nach den theoretischen Berechnungen fiir die Diffusion des 
Gasgemisches ausreicht. Bei einem Durchmesser des GefiBes von 
3cm wird 0,3 bis 0,5cem Plasma als Boden eingefiillt, das bedeutet, 
daB die Plasmaschicht geringer als 0,1 mm dick ist, wobei zu beriick- 
sichtigen ist, daB sie am Rand des GefaiBes etwas dicker und in der 
Mitte, wo die Kulturen befestigt werden, entsprechend diinner ist. 
Nachdem das Plasma geronnen ist, wird Embryonalextrakt in der 
Verdiinnung, die fiir das Experiment erforderlich ist, hinzugefiigt 
bis zu einem Gesamtfliissigkeitsvolumen einschlieBlich Plasmaboden 
von 3,25cem. Dann wird das GefiB mit dem Helm verschlossen. 
Es wird entweder sofort am Manometer montiert und im Thermostaten 
bei Versuchstemperatur versenkt oder erst einige Stunden im Brut- 
schrank gelassen. Samtliche Hahne und Schliffe werden mit sterili- 
siertem Hahnenfett gefettet, die Offnungen im Helm zu den Kapillaren a 
und 6 werden mit sterilisiertem Paraffin mittels eines Pinsels paraffiniert, 
um das In-die-Héhe-Spritzen von Fliissigkeit waihrend des Schiittelns 
zu vermeiden. Die erste Messung, welche im beigefiigten Protokoll als 
Bestimmung am 0. Tage angefiihrt ist, wird nach etwa 4 Stunden vor- 
genommen, zu einem Zeitpunkt, in welchem die mikroskopische und 
kinematographische Beobachtung von Kulturen die ersten Zeichen 
der Auswanderung und Zellteilung an den Schnittrandern der Kulturen 
erkennen l4Bt. Der Embryonalextrakt, welcher als Nahrlésung verwandt 
wird und in welchem gleichzeitig die Messungen vorgenommen werden, 
enthalt sehr wenig Bicarbonat. Es ist deshalb beim Verdiinnen mit 
einer 1°/ 4. Glucose enthaltenden Tyrodelésung ein Zusatz von Natrium- 
bicarbonat erforderlich (etwa 7°, einer 1,3 °,igen Lésung), wodurch der 
Extrakt ungefahr auf gleichen Bicarbonatgebalt wie der Plasmaboden 
gebracht wird. .Die verwandten Hiihnerplasmen haben einen Bicarbonat- 
gehalt von etwa 450 bis 480cmm CQO, pro Kubikzentimeter. Der 
Extrakt, dessen Verdiinnung sich auf den konzentrierten Embryonal- 
extrakt bezieht, den man von 7tagigen Hiihnerembryonen erhalt, hat 
nach der Verdiinnung mit der oben angegebenen Tyrode- und Bicarbonat- 
lésung ebenfalls einen Bicarbonatgehalt von etwa 450 bis 480 cmm CQ,. 
In dem gebrauchsfertigen Extrakt miissen Bicarbonatgehalt und CO,- 
Retention manometrisch bestimmt werden. Der Bicarbonatgehalt 
und mit ihm das pq andern sich ein wenig waihrend eines mehrtagigen 
Versuchs bei gleichbleibendem CO,-Druck. Z. B. sinkt der Bicarbonat- 
gehalt von 480 auf 420 bis 350 cmm CO, in 2 bis 3 Tagen, und das px 
fallt von 7,44 auf 7,30. Jedoch sind diese Anderungen fiir die Berechnung 
des Retentionsfaktors so gering, daB gewéhnlich ein Wert und zwar der 
Anfangswert benutzt werden kann. 


Um die erhaltenen Manometerausschlige auf Stoffwechselquotienten 
umrechnen zu kénnen, muB man das Gewicht der Kulturen im Augen- 
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blick der jeweiligen Messung kennen. Dies kann auf einfache Weise 
geschehen. Das Anfangsgewicht wird dadurch festgestellt, daB zu einem 
Versuch jedesmal nur die Halften von Kulturen angesetzt werden, 
wabrend fiir die anderen Halften das Trockengewicht bestimmt wird. 
Wiederholte Nachpriifungen haben ergeben, daB Reinkulturen von 
Bindegewebe bei einer gewissen Ubung so genau geteilt werden kénnen, 
daB die erhaltenen Teile praktisch gleich schwer sind. Um spaterhin 
das Gewicht der Kulturen, nachdem sie einige Zeit gewachsen sind, 
festzustellen, muB man sie aus dem Plasmagerinnsel herauslésen. 
Das geschieht durch Andauen des Plasmagerinnsels mit Pepsin (Griibler). 
Wenn man das Plasmagerinnsel mit der konzentrierten Pepsinlésung 
iibergieBt, kann man fast augenblicklich die Kulturen mit ihrer Wachs- 
tumszone im ganzen herauslésen, da das strukturlose Plasma viel 
schneller angegriffen wird als die Zellen. Nicht jedes Plasma wird gleich 
schnell angegriffen, so daB man den Zeitpunkt der Loslésung der Kul- 
turen jeweils beobachten muB. Unter Umstanden ist es zweckmafBiger, 
das Pepsin stark zu verdiinnen, die Herauslésung geht dann nicht so 
stiirmisch vor sich. Die mikroskopische Beobachtung bei der Heraus- 
lésung der Kulturen hat ergeben, dab die Kulturen fast exakt in ihrer 
ganzen Peripherie sich von dem sich auflésenden Plasma zuriickziehen 
und da8 ein etwaiger Zellverlust durch Haftenbleiben einzelner Zellen 
gewichtsmaBig unberiicksichtigt bleiben kann. Eine derartige Ge- 
wichtsbestimmung bedeutet das Ende des Versuchs, doch kann man 
z. B. in Doppelversuchen die Kulturen eines GefaiBes am zweiten, 
die des anderen GefaBes am vierten Tage herauslésen. Man kann dann, 
da man die Anfangsgewichte kennt, auch die Gewichte fiir die Zwischen- 
tage aus dem Kurvenverlauf ermitteln. 


Versuebsprotokoll. 


Protokoll 421, Temperatur 38°. Bindegewebe, sechs Halften von 
Osteoblastenreinkulturen!, 47. Passage in vitro. 

Im Versuchsgefa8: 0,3ccm Hiihnerplasma als Boden, 2,95 bzw. 
0,95cem iiberstehende Nihrfliissigkeit. Diese besteht aus 10°, Embryonal- 
extrakt siebentagiger Hiihnerembryonen in Tyrodelésung mit 1°/99 Glucose 
und Bicarbonat. 

Im Kompensationsgefa8: 3,25 bzw. 1,25cem Tyrodelésung mit 
Bicarbonat wie im VersuchsgefaB. 

Bicarbonatkonzentration? zu Beginn: 6, = 420emm CO, CO,- 

Au Au Wee 
Retention = C fiir leem = 0,058, —— M fi leem bei Vp = 1,25 
Ap Ap 
= 0,117. 


1 L. Dolschansky, Zeitschr. f. Zellforsch. 8, 789, 1929. 
2 Bezeichnungen nach Warburg, diese Zeitschr. 164, 481, 1925. 
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Léslichkeit der Gase im VersuchsgeféB bei 38°: « O, 0,024, «CO, 
0,508, im KompensationsgefaB x’ 0,049, 
GefaBpaar Nr. 3 und 4. Differentialmanometer Nr. 5, Querschnitt der 
Kapillare: A 0,145. 





Gesamtvolumen in cem 


Kulturgefaits Kompensationage?s Ky, ; Keo" Keo, K Vv 
V;, Ve Ve Ve 
3,25 4.54 3,25 3,97 0,553 0,738 0,926* 0,988** 
1,25 6,54 1,25 5,97 0,723 0,792 0,864* 0,938** 


du du 
* Berechnet nach «. ** Berechnet nach YW. 
Jap 


p 





Beobachtete Ausschlaige 
in mm fiir 60 Minuten 





Gasraum 


Sn as ELIE Trocken- Oo Oe No Meyerhof- 
9°\9 COg in Og in "iy 
Vp3,25 Vipt25) Vpi,25 mg 


78,2 3,08 
72,8 1,55 
48.0 0,8 


8 0,13 | 17,9 40,9 | 23, 
2 917 314 55,6 | 24; 
2 0,20 30,0 54,0 | 24, 


Am 0.Tag +16 +3,0 +1 
2. . | +O6| 486! +18: 
~ 2 ~« +908 +42 +1 


ono 


Das Ergebnis dieses und weiterer Versuche wird in einer spateren 
Arbeit diskutiert werden. Hier sei nur darauf hingewiesen, daB die 
Atmung wahrend der Versuchsdauer und unter den gewahliten Be- 
dingungen pro Gewebseinheit steigt, wahrend die anaerobe Glykolyse, 
welche anfangs sehr hoch ist, abnimmt. Auch die aerobe Glykolyse 
ist nicht immer konstant. Es besteht keine Parallelitat zwischen dem 
Anstieg bzw. Abfall der untersuchten Stoffwechselreaktionen. Es ist 
infolgedessen nicht méglich, aus dem gemessenen Stoffwechselumsatz 
direkte Schliisse auf die Wachstumszunahme der Kulturen zu ziehen. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode angegeben zur Messung des Stoffwechsels 
von Gewebekulturen wahrend des Wachstums unter normalen Kohlen- 
sauredrucken unter Beibehaltung der sonst iiblichen Ziichtungstechnik 
fiir Kulturen in Flaschen. 


Herrn O. Meyerhof danke ich bestens fiir das férdernde Interesse, das 
er dieser Arbeit entgegengebracht hat. 





Argininstoffwechsel und Harnstoffgenese bei héheren Pflanzen. 


Von 
Gustav Klein und Karl Taubéck. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie Aktien- 
gesellschaft, Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1932.) 
Mit 19 Abbildungen im Text. 


Schon bei unseren ersten mikrochemischen Untersuchungen iiber 
Harnstoff bei hGheren Pflanzen (1) erhielten wir bei Fiitterung harnstoff- 
freier Keimlinge mit Arginin Ergebnisse, die fiir die geradezu notwendige 
Annahme, daB der Harnstoff héherer Pflanzen aus Arginin entstehe, 
eine experimentelle Stiitze bilden. In Wasserkulturen wurde aus Arginin 
sowohl im Medium durch die Wurzel (auch in steriler Nahrlésung) 
als auch im der Zelle Harnstoff abgespalten. Die Befunde waren damals 
nur mit qualitativer Methode gewonnen. 


Fir die Frage der Harnstoffgenese aus Arginin war es vor allem 
notwendig, mit quantitativen Methoden Auftreten und Verschwinden 
von freiem Arginin, immer neben den vorhandenen Mengen von Eiwei- 
arginin und neben den jeweils vorliegenden Harnstoffmengen (in freier 
und in Ureidform) bestimmen zu kénnen. Die Bestimmung der einzelnen 
Stickstofffraktionen (Gesamt-N, EiweiB-N, Amino-N, NO,-N, NO,-N, 
NH,-N) sollte weitere Anhaltspunkte iiber noch offene Fragen des 
pflanzlichen Argininstoffwechsels — abgesehen von der Harnstoff- 
genese — ergeben. 


Eine fiir die Bestimmung von freiem und Ureidharnstoff in Pflanzen- 
material ausgearbeitete und in zahlreichen Versuchen bewahrte Methode 
haben wir vor kurzem veréffentlicht (2). Zu gleicher Zeit arbeiteten 
wir an einer Methode fiir die Bestimmung von freiem und gebundenem 
Arginin, welche den Anforderungen entsprechen sollte, die wir, wie in 
der zitierten Arbeit auseinandergesetzt, von einer physiologisch- 
chemischen Methode verlangen miissen. 
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Wir befanden uns da in derselben Lage wie bei der Harnstoff- 
bestimmung: Gerade die klassischen, chemischen Methoden erwiesen 
sich fiir unsere Zwecke als ungeeignet. 


Bestimmung von freiem und in Eiwei8 gebundenem Arginin in der Pflanze, 


Es ist noch kein Eiwei8kérper aus dem Tier- oder Pflanzenreich bekannt 
geworden, der kein Arginin enthalten hatte. Von 51 pflanzlichen EiweiB- 
praparaten enthalten 


15 Praparate = 29,4°, der in Betracht gezogenen: 1 bis 5°, Arginin 
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Kiesel (3) gibt den mittleren Arginingehalt von 35 PflanzeneiweiBkérpern 
mit 8,13°% an. Er ist héher als der von 42 TiereiweiBkérpern (5,40°,), 
wenn man von den hauptsachlich aus Arginin bestehenden Protaminen (4) 
absieht. Als extrem niedriger Befund sei der von G. Hattori und S. Ko- 
matsu (5) angefiihrt, die in dem mit Alkohol aus dem kleiefreien Mehl von 
Coix lacrima L. gewonnenen ,,Protamin‘’ Coicin 0,20°, Arginin fanden. 
Etwa die hundertfache Argininmenge enthalt nach R. D. Coghill (6) ein 
aus Tuberkelbazillen mit Wasser extrahiertes Albumin (22,2°,). Als be- 
sonders argininreich seien die aus Coniferen dargestellten EiweiBpraparate 
hervorgehoben. 

Uber die Menge des gesamten EiweiBarginins, die in einer Pflanze 
enthalten ist, sagen die Hydrolysen von einzelnen isolierten EiweiBfraktionen 
wenig aus, da diese wohl nie quantitativ isolierbar sind und die ver- 
schiedenen, aus derselben Pflanze dargestellten EiweiBarten in der Zu- 
sammensetzung stark voneinander abweichen. Csonka und Jones (7) fanden 
z. B. fir das x- und f-Glutelin aus Weizen 10,95 bzw. 6,10°, Arginin-N, 
Jones und Gersdor{f (8) im Endosperm von Oryza zwei Globuline mit einem 
Gehalt von 15,5 und 27,23°, Arginin-N. 


Zusammenhangende Angaben iiber Hiweifarginin und dessen 
physiologisches Schicksal in der Pflanze existieren nicht. Und doch 
erscheinen solche gerade auch fiir die Frage der Harnstoffgenese von 
Wichtigkeit. Die Verfolgung des gesamten Arginins einer Pflanze 
neben der der freien Diaminosiure und des jeweils vorhandenen Harn- 
stoffs versprach wertvolle Ergebnisse. 

Auch beziiglich des in der Pflanze frei vorkommenden Arginins 
liegen nur wenige zusammenhingende Untersuchungen vor, meist nur 
Ergebnisse einmaliger Untersuchung eines bestimmten Organs und 
Stadiums. Demnach kommt freies Arginin in geringen Mengen in Samen 
vor, vor allem sind Leguminosen-, Cucurbitaceen- und Coniferensamen 
untersucht. In Keimlingen fand man es bei Leguminosen und besonders 
reichlich bei Coniferen. Eine Anzahl Befunde liegen fiir Argininvor- 
kommen in Wurzeln, Wurzelstécken und Knollen vor. 


Folgende Zusammenstellung von Werten fiir freies Arginin in ver- 
schiedenen Keimlingsstadien stammt aus den Arbeiten von Schulze und 
seinen Mitarbeitern (9). 
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Lupinus luteus, griine Keimlinge. 


Argininwerte, angegeben in Prozenten des schalenfreien Trocken- 
gewichtes. 
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Lupinus albus, etiolierte Keimlinge. 
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Die Bestimmung des Arginins geschah als Kupfernitrat. Die Werte 
fallen mit dieser Methode, die fiir unsere Zwecke von vornherein ausscheidet, 
zu niedrig aus, wie die Autoren selbst angeben. Wir haben bei Lupinus 
albus héhere Werte und andere Zusammenhange gefunden, worauf wir 
spater (S.38 und Tabelle I11) noch eingehen werden. 

Eine physiologische Beschreibung des Arginin- bzw. Basen-Stoft- 
wechsels bei den Koniferen gibt schlieBlich Mothes (10) in Fortsetzung der 
Arbeiten Suzukis. Auf diese Untersuchung kommen wir spiater noch zuriick. 


I. Lrethodik. 


Unsere ersten Versuche zur Ausarbeitung einer physiologisch 
brauchbaren Methodik zur Bestimmung von freiem und EiweiBarginin 
begannen wir 1928 im Wiener pflanzenphysiologischen Institut, zu- 
sammen mit Theodor Meyer, Hamburg’. 


Das freie Arginin wurde nach Reinigung des Extraktes mit Bleiacetat 
in schwach essigsaurer Lésung zunaéchst zusammen mit den anderen Basen 
mit Phosphorwolframsiure gefallt [siehe Firth und Deutschberger (12))}. 
Diesen Umweg kann man nicht vermeiden, trotzdem man (auch bei Beob- 
achtung optimaler Bedingungen, Kiesel) etwa 10°, des Arginins dabei 
verliert. Das Phosphorwolframat wurde mit Barytwasser aufgespalten, 
das iiberschiissige Barium entfernt und die auf 10 bis 20 cem eingeengte 
Lésung mit Flavianséure (Dinitronaphtholsulfosaure, I. G. Farbenindustrie, 
A.-G.) in 10°, iger Lésung versetzt. Uberschiissiges Barium oder Schwefel- 
siure stéren empfindlich, ebenso Salze. Nach drei- bis viertiégigem Stehen 
im Eisschrank ist das Flavianat auskristallisiert; es wird abfiltriert, mit 
Wasser, Alkohol und Ather gewaschen, getrocknet und gewogen. Dann 
wird es auf seine Reinheit gepriift [Schmelzpunkt, Aufspaltung nach Kossel 
und Gross und Darstellung des Kupfersalzes bzw. des Benzyliden-Arginins 


1 Die zahlreichen Erfahrungen, die mit der von Kossel und Gross (11) 
angegebenen Flaviansduremethode gesammelt wurden, sind zusammengefabt 
von Theodor Meyer, ,,Eine neue Methode zur Bestimmung des Arginins im 
physiologischen Versuch*‘, Dissertation Wien 1930. 
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nach dem von Bergmann und Zervas (13) angegebenen Verfahren]. Als 
Ausgangspunkt brauchten wir Mengen von 10 bis 50g Trockengewicht, 
also immer noch recht betrachtliche Mengen. 


Das gebundene Arginin wurde als Differenz des im Hydrolysat be- 
stimmten Gesamtarginins und des freien Arginins berechnet. Um das 
unpraparierte Trockenmaterial iiberhaupt gleichmaBig hydrolysieren zu 
kénnen, war eine Vorbehandlung notwendig. Das Pflanzenmaterial kam 
in 5°, iger Schwefelséure fiir 3 Stunden in den Autoklaven bei 110°. Durch 
diese Behandlung werden die Zellmembranen aufgeschlossen, die folgende 
30stiindige Hydrolyse mit 25 °,ig. Schwefelséure ging dann in allen Parallel- 
versuchen gleichmaBig vonstatten. Auch im Hydrolysat wurde das Arginin 
als Flavianat bestimmt. 


Diese hier nur ganz knapp beschriebene Methodik, die in allen 
Teilen durch viele Parallelversuche und mit zugesetztem Arginin 
iiberpriift ist, hat jedoch im Versuch die auf sie gesetzten Hoffnungen 
nicht erfiillt. Sie erwies sich noch immer als zu kompliziert und zu 
wenig materialsparend. Fiir pflanzenanalytische Zwecke, wo grébere 
Mengen zur Verfiigung stehen und weniger Versuche gemacht werden 
brauchen, ist sie jedoch sehr brauchbar. 

Eine Arbeit von C. J. Weber (14), der S. Sakaguchis (15) Arginin- 
reaktion fiir quantitative Zwecke modifizierte, gab uns neue Méglich- 
keiten, die wir fiir unsere Zwecke ausbauten und dann ausschlieBlich 
verwendeten. 

Vor einer genauen Beschreibung dieser Methodik sei noch erwahnt, 
da8 wir in manchen Versuchen mit gutem Erfolg zur Argininbestimmung 
eine kombinierte Arginase-Urease-Methode herangezogen haben, die, 
das erste Mal von Jansen 1917 angegeben, seither vielfach verwendet, 
nun von Hunter und Dawphinee (1930) (16) in allen Einzelheiten aus- 
gearbeitet vorliegt. Diese Methode hat fiir uns dort Bedeutung gewonnen, 
wo Arginin und Calegin nebenernander bestimmt werden miissen. Wir 
werden darauf in einer spiteren Arbeit zuriickkommen. . 

S. Sakaguchi beobachtete im Jahre 1925 an samtlichen Eiweib- 
kérpern eine neue Farbenreaktion mit «-Naphthol und Natriumhypo- 
chlorit, die nur durch eine einzige Aminosaiure des Proteinmolekiils, 
nimlich Arginin, bedingt ist und mit Arginin bis in auBerordentliche 
Verdiinnungen intensive Rotfarbung gibt (1 : 2500000). Diese Reaktion 
wurde dann von K. Poller (17) weiter studiert. Nach diesen Arbeiten 
geben auBer Arginin positive Reaktion: 

Dicyandiamid (P.)*, Monomethylguanidin (P.), sym. Dimethylgua- 
nidin (P.), sym. Trimethylguanidin (P.), Glycocyamin (S.), Alakreatin P.), 
a-Guanido-butterséure (S.), Galegin (P.), Agmatin (P.). Ferner das vor 


1 


Poller. 


S. = zuerst angegeben von Sakaguchi, P. = zuerst angegeben von 
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kurzem von Kutscher, Ackermann und Fléssner (18) in der Archenmuschel 
entdeckte Arcain, 1, 4-Diguanido-n-butan. 

Die Reaktion bleibt negativ bei: Guanidin (S.), asym. Dimethyl- 
guanidin (P.), Kreatin (S.), asym. Trimethylguanidin (P.), Glykocya- 
midin (S.), Alakreatinin (P.), Nitroguanidin (S.), Nitroarginin (S.). Ferner 
bei (S.): Hydantoinsaure, Thiohydantoinsaéure, Biuret und (P.): Harnstoff, 
Harnséiure, Allantoin, Alloxan, Guanin, Hydantoin, Methylhydantoin, 
Cyanursaure, Histidin, Tryptophan, Asparagin, Tyrosin, Lysin, Ornithin, 
Dicarbaminyl-Ornithin-[Citrullin] (Wada) (19) und anderen Mono- und 
Diaminosauren und N-haltigen Kérpern. 

Daraus geht hervor, da fiir das Eintreten der Farbenreaktion der 
Guanidinkern verantwortlich zu machen ist, da8 dabei mindestens ein 
H-Atom des Guanidins substituiert sein muf, aber zwei H-Atome an einer 
Aminogruppe nicht substituiert sein dirfen. Auch darf an einer Amino- 
gruppe kein negativer Substituent hangen. 

Fiir den roten Farbstoff nimmt Sakaguchi folgende Formel an: 


+O. CyH,. Cl 
N<o° Ci. Hs 
NHCH, .. 

Poller ist hingegen der Ansicht, daB je ein Naphthol an je eine Amino- 
gruppe tritt. 


HN: C4 


Zur quantitativen kolorimetrischen Bestimmung war die Reaktion 
deshalb ungeeignet, weil die Farbe sehr wenig stabil ist. Das Hypo- 
chlorit zersetzt den gebildeten Farbstoff mit groBer Schnelligkeit. 
Es ist nun C. J. Webers groBes Verdienst, diese empfindliche Reaktion 
quantitativer Auswertung zuganglich gemacht zu haben, indem er 
sofort nach der Reaktion, die bei Eiskiihlung mit NaOBr anstatt mit 
NaOCl durchgefiihrt wird, zur Zerstérung der iiberschiissigen Brom- 
lauge Harnstoff zifiigt, wodurch die Farbe langere Zeit stabil bleibt. 
Mit Bromlauge wird sehr rasch héchste Farbintensitat erreicht. 

. An Reagenzien sind notwendig: 

a-Naphthol, 0,02°% ig. (20 cem einer 0,1°%,igen Lésung in 95°, igen 
Alkohol werden mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. Die Lésung ist in dunkler 
Flasche 2 Monate haltbar). 

NaOBr (2g Brom in 100cem 5% ige NaOH; in dunkler Flasche 
2 Wochen haltbar.) 

Ferner 40°,ige Harnstofflésung und 10° ige Natronlauge. 

Die Reaktion wird nun nach Weber folgendermaBen durchgefiihrt : 
5cem der zu priifenden Lésung werden in einem Reagensglas in Eis- 
wasser gehingt. Man fiigt 1 cem NaOH und 1 cem der «-Naphthol- 
lésung zu und JaBt 3 Minuten abkihlen. Dann wird 0,1 bis 0,2 ccm 
Bromlauge zugegeben, rasch geschiittelt und nach 4 bis 6 Sekunden 
1 ccm Harnstoff zugesetzt. Nach kurzem, griindlichem Mischen kommt 
das Reagensglas wieder ins Eiswasser, worauf sofort die Standardlésung 
in derselben Weise bereitet wird. Nach 5 Minuten wird im Kolorimeter 
verglichen. 
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Wenn eine Lésung mit unbekanntem Arginingehalt vorliegt, 
muB die zur vollen Farbentwicklung notwendige Menge Bromlauge 
in einem Vorversuch ermittelt werden, indem man die Reaktion mit 
um 0,l ccm steigenden Bromlaugemengen nebeneinander macht. 
Die Farbe des Standards mu8 natiirlich der Farbe der Versuchslésung 
in der Intensitét méglichst angepaBt sein, wenn man genaue Werte 
erzielen will. Die Reaktion wird mit 0,005 bis 0,05 mg Arginin pro 
5cem Lésung ausgefiihrt. Es geniigt demnach eine Konzentration 
von */; 9900 %- 

Die modifizierte Sakaguchi-Reaktion kann zur Argininbestimmung 
in gereinigten Pflanzenextrakten herangezogen werden, da von Kérpern, 
die diese Reaktion geben, im Pflanzenorganismus auBer dem Arginin 
nur das Galegin bekannt ist. 

Da das Galegin [siehe G. Klein und C. Schlégl (20)| nur bei Galega 
officinalis vorkommt, kann diese Fehlerquelle leicht vermieden werden. 
Durch Differenzbestimmungen kann man auch hier mit der Sakaguchi- 
reaktion Arginin neben Galegin bestimmen. (Entweder nach Abbau 
des Arginins mit Arginase oder Zerstérung des Galegins mit Schwefel- 
sdure; s. S. 22.) 

Agmatin, Aminobutylenguanidin, kommt nur bei einigen Pilzen 
vor und bildet bei héheren Pflanzen sicher keine Fehlerquelle, ebenso- 
wenig die entsprechende Diguanidinform, das schon erwahnte Arcain. 


Die von M. Kitagawa und T. Tomita (21) in Canavaliasamen 
in der Argininfraktion entdeckte neue basische Verbindung C,H,,O,N,, 
die durch Schweinsleberextrakt (Arginase’?) in einen unbekannten 
Paarling und Harnstof/ gespalten wird und die deshalb fiir uns 
besonderes Interesse hat, gibt die Sakaguchi-Reaktion nicht, was be- 
sonders erwaihnt sei, da Canavalia ensiformis eine unserer wichtigsten 
Versuchspflanzen ist. 

Methylguanidin kommt nur im tierischen Organismus vor, die 
anderen K6rper, die positive Reaktion geben, sind aus dem Organismus 
nicht bekannt. 

Die Methode kann also bei ihrer Anwendung auf Pflanzenmaterial, 
vor allem auf ausgewahlte, biochemisch genau bekannte Versuchs- 
pflanzen, als durchaus spezifisch betrachtet werden. 


Bestimmung des freien Arginins in der Pflanze. 


Das trockene, fein gepulverte Pflanzenmaterial, etwa 0,5 g (bei 
argininreichem Material entsprechend weniger, bei Pinuskeimlingen 
geniigen 0,05 g) kommt in einen kleinen Kolben mit aufgesetztem 
RickfluBkihler und wird 30 Minuten gekocht. Der noch heiBe Extrakt 
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wird durch vorher mit heiBem Wasser getrinkte Watte filtriert, dann 
wascht man zweimal mit heiBem Wasser nach. Nun werden die Proteine, 
die ja mit «-Naphthol Reaktion geben wiirden, mit Bleiacetat entfernt, 
indem man zum erkalteten Filtrat etwa 10 ccm einer heiBgesattigten 
Bleiacetatlésung tropfenweise hinzufiigt. Der Niederschlag laBt sich 
durch ein Schleicher- und Schiill-Filter Nr. 589 leicht abfiltrieren. 
Er wird mit kaltem Wasser ausgewaschen. Dann wird das iiberschiissige 
Blei aus dem Filtrat entfernt, indem man so lange heibe, 10°, ige 
Schwefelsiure zusetzt, bis sich Kongopapier schwach blau fdrbt. Man 
1a8t noch 15 Minuten auf dem Dampfbad stehen, filtriert durch ein 
Hartfilter und wascht mit heiBem Wasser nach. Die Lésung soll jetzt 
etwa 400 ccm messen. Sie wird mit einem Léffel Carbo animalis (Merck) 
versetzt und bleibt '/, Stunde auf dem Dampfbad, dann wird sie zweimal 
dekantiert und durch ein Hartfilter gegossen. Die Tierkohle wird mit 
heiBem Wasser ausgewaschen. Wenn die Lésung bei dieser Reinigung 
kongosauer ist, sind praktisch keine Argininverluste feststellbar. 

Die nun proteinfreie, klare, farblose Lésung wird auf dem Dampfbad 
eingeengt und genau auf 50 cem gebracht. Die Reaktion wird nun in 
etwas modifizierter Weise nach der auf 8.14 gegebenen Weberschen 
Vorschrift durchgefiihrt. Benétigt werden an Reagenzien: «-Naphthol- 
lésung, Bromlauge und Harnstofflésung, wie dort beschrieben, ferner 
zum Alkalisieren der sauren Versuchslésung 25°,ige NaOH, fiir den 
Standard 10°,ige NaOH. Von der Versuchslésung verwendet man 
im allgemeinen 1 ccm zur Reaktion. Bisweilen geniigt '/,ccm. Ist 
wenig Arginin vorhanden, verwendet man 2 oder 3ccm. Jedenfalls 
wird die zu untersuchende Lésungsmenge in einem Reagensglas mit 
destilliertem Wasser auf 3 ccm gebracht, dann wird 1 ccm der 25°,igen 
Lauge und 1 cem Naphthollésung zugesetzt. Wahrend der Standard 
vorbereitet wird, kommt das Reagensglas ins Eisbad. Der Standard 
wird je nach Starke der zu erwartenden Reaktion mit 1 bis 3 ccm einer 
Arginin- oder Argininsalzlésung bereitet, die 10 y (0,010 mg) pro Kubik- 
zentimeter enthalt. Jedenfalls wird auf 3 ccm aufgefiillt, dann wird 
1 cem der 10°, igen Lauge zugesetzt und 1 eem «-Naphthollésung und 
im Eisbad abgekiihlt. Nach etwa 5 Minuten la8t man aus einer Biirette 
0,5cem Bromlauge zuflieBen, schiittelt kraftig durch und fiigt dann 
lecem Harnstofflésung zu, derart, daB die Bromlauge nicht linger als 
5 bis 6 Sekunden einwirken kann. Die Standardlésung wird ebenso 
behandelt. Die Reagensgliser bleiben jetzt 5 Minuten im Eisbad, dann 
werden die Farben im Kolorimeter verglichen. Nur in seltenen Fallen 
(Vorversuche!) sind zur vollen Farbentwicklung mehr als 0,5 ccm 
Bromlauge nétig. Wenn man alle Einzelheiten genau beachtet und 
einige Ubung besitzt, sind die mit dieser Methode gewonnenen Resultate 
sehr gleichmaBig und zuverlissig, wie wir uns an zahlreichen Versuchen 
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mit Argininlésungen und gleichmaBigem Pflanzenmaterial iiberzeugen 
konnten. Von einem Pflanzenextrakt machen wir immer zwei Parallel- 
reaktionen und ziehen aus den Werten das Mittel. 


Bestimmung von EiweifBarginin. 


Wiewohl die Arginingruppen der Proteinmolekiile mit «-Naphthol 
und Bromlauge direkt reagieren, kommt bei Pflanzenmaterial nur eine 
Bestimmung des Arginins im Hydrolysat in Frage. Um quantitative 
Werte zu erhalten, mu natiirlich das gesamte Material, nicht blob 
ein Extrakt oder eine bestimmte Fraktion, der Hydrolyse unterworfen 
werden. Man kommt jedoch nicht zum Ziele, wenn man das Pflanzen- 
pulver in Salzsiure oder Schwefelséure suspendiert und in der iiblichen 
Weise zu hydrolysieren versucht (s. auch 8. 13). Nach zahlreichen Vor- 
versuchen konnte schlieBlich eine Methode der Hydrolyse unter er- 
héhtem Druck ausgearbeitet werden, die viele Vorteile besitzt und sehr 
gute Resultate ergibt. 

0,2 g des fein gepulverten Pflanzenmaterials werden in ein Bomben- 
rohr gebracht und mit 10 ccm 10°%iger Schwefelsiure versetzt. Das 
zugeschmolzene Rohr kommt (in einem oben offenen Eisenrohr) ins 
Olbad. Nun wird so erhitzt, daB in 2 Stunden eine Temperatur von 
200° erreicht ist, die nun 1 Stunde konstant gehalten wird. Dann laBt 
man abkihlen, spiilt den Inhalt des Bombenrohres in ein Becherglas 
und fallt mit 20 cem heiBgesittigter Bleiacetatlésung. Dann filtriert 
man zweimal durch ein Hartfilter, fiigt Schwefelsiure (10°) zu, bis 
sich Kongopapier blau farbt und verfahrt ebenso weiter, wie bei der 
Bestimmung des freien Arginins beschrieben wurde. Nach dem Ein- 
engen wird die Lésung auf 100 ccm gebracht, wovon 1 ccm verwendet 
wird. Bei argininreichem Material (Pinus, Cucumis) verwendeten 
wir immer nur 0,05 g Ausgangsmaterial fiir eine Hydrolyse. Wir machen 
immer drei Parallelhydrolysen und von jeder einzelnen zwei kolori- 
metrische Bestimmungen. 

Wenn sehr fetthaltiges Material vorliegt (Samen von Pinus pinea, 
Cucumis und viele andere) wird vor der Hydrolyse das Fett im Soxhlet 
mit Ather extrahiert. 

Unter den Bedingungen des beschriebenen Verfahrens wird Arginin 
nicht angegriffen, auch wenn man langer als 2 Stunden bei 200° belaBt. 
Die Resultate aus Pflanzenmaterial sind sehr gleichmaBig. Man erhalt 
schon nach einstiindiger Behandlung bei 200° aus Pflanzenmaterial 
die erreichbaren Maximalwerte, so daB die Hydrolyse unter den ge- 
gebenen Bedingungen wohl quantitativ verliuft. Durch die erhéhte 
Temperatur wird das Verfahren erheblich abgekiirzt. Man kommt des- 
wegen auch mit niedriger Saurekonzentration und mit geringerer 
Sauremenge itiberhaupt aus, was viele Vorteile hat. 

Biochemische Zeitschrift Band 251. 2 
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Bei sehr vorsichtigem Arbeiten kann man die zu den quantitativen 
Argininbestimmungen notwendigen Mengen von Ausgangsmaterial 
noch weiter herabsetzen, da bei dem beschriebenen Verfahren die ge- 
wonnenen Lésungen fiir 50 bis 100 Bestimmungen ausreichen. Ls steht 
also jetzt eine ausgesprochene Mikromethode zur Bestimmung des freien 
und des gebundenen Arginins in der Pflanze zur Verfiigung. Von Be- 
deutung ist auch die Tatsache, daB die Bestimmungsmethode von 
freiem und EiweiBarginin mit der von freiem und Ureidharnstoff in 
den wichtigsten Dimensionen (Menge des notwendigen Ausgangs- 
materials, Empfindlichkeit, Fehlergrenze) weitgehend iibereinstimmt, 
was zu fordern ist, wenn man fiir eine Fragestellung mehrere Be- 
stimmungsmethoden vergleichbar anzuwenden hat. 


Wir haben, bevor wir unsere besonderen Fragestellungen in Versuchs- 
serien bearbeitet haben, Arginin und Proteinarginin in zahlreichen 
Einzelversuchen bestimmt, von denen wir eine Anzahl im folgenden 
Kapitel zusammenstellen. Dabei handelte es sich fiir uns auBer einer 
Uberpriifung und Bewahrung der Methodik darum, zum ersten Male 
das Verhaltnis von freiem Arginin zu Proteinarginin in verschiedenen 
Spezies, Organen und Stadien durch Stichproben zu studieren. 


II, Einzelversuche, 


Bei den folgenden Versuchen sind die Argininmengen in Prozenten 
des T'rockengewichtes angegeben. Die Pflanzen wurden zuerst grob 
zerkleinert, dann etwa 4 Stunden (bei Samen ist langere Zeit notwendig) 
um Trockenschrank bei 90 bis 95° getrocknet. Nach dieser Zeit ist 
Gewichtskonstanz erreicht. Das Material wird dann in einem Raunie von 
méglichst geringer Luftfeuchtigkeit mit Miihle und Morser oder Reib- 
schale fein gepulvert. Aufbewahrt wird das Pulver in Pulverflaschen, 
die mit einem paraffinierten Kork luftdicht verschlossen werden. 
Ein an dem Kork befestigtes Sickchen mit Thymol dient zur Kon- 
servierung. Mit so konserviertem Material erhalt man noch nach 
Monaten dieselben Werte wie anfangs. 


1. Phaseolus multiflorus (Same). 
Wir geben von diesem Versuch, als von einem Beispiel, einen ausfiibr- 
lichen Protokollauszug. 
120 ausgesuchte, gleichmaBige Samen 


Lufttrockengewicht. ......... . 13841 ¢ 
Trockengewicht ............ 130,07¢ 


Gesamtarginin. Von gut durchmischtem Samenpulver werden fiinf 
Hydrolysen gemacht. 
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Hydrolyse Nr. l. 
Einwage 0,5¢. 100cem Lésung. 


Zum Kolorimetrieren verwendet dreimal je 0,5 cem ( = 
0,5cem Bromlauge (1 ccm ist bereits zuviel). 


Reaktion a) Standard 0,03 mg. 


Durchschnitt aus 7 Ablesungen. 
Reaktion b) Standard ebenso 
Reaktion c) Standard ebenso ser 
Hex (Mittel) = 23.7 mm. 
x = 0,0253 mg Arginin in 0,5 ecm. 
In 100cem = 0,5g Samenpulver sind enthalten: 


5,06 mg Arginin 1,012 %. 


Hydrolyse Nr. 2. 
Einwage 0,5 g. 
Zum Kolorimetrieren verwendet zweimal je 0,5 ccm. 


Reaktion a) Standard 0,03 mg Arginin . 


Reaktion b) ebenso. De hae ee ae 
Hx (Mittel) = 23.5 mm 
x = 0,0255mg Arginin in 0,5 cem 


9o0 
1,02% 


Hydrolyse Nr. 3. 
Einwage 0,5 g. 
Zum Kolorimetrieren verwendet zweimal 0,5 ccm. 


Reaktion a) Standard 0.03 mg Arginin . 


Reaktion b) ebenso. — 
Hx (Mittel) 
a 0.0253 mg Arginin auf 0,5 cem 

1.012% 


23,7 mm 


Hydrolyse Nr. 4. 
Einwage 0,5 g. 
Zum Kolorimetrieren verwendet zweimal je 0,5 ccm. 


Reaktion a) Standard 0,03 mg Arginin . 


Reaktion b) ebenso. oe, 
Hx (Mittel 


23,8 mm 


© 0,0252 mg Arginin in 0,5 cem 
1,008 %, 


'/o9 der Lésung) 


H 
Hx 


Hx 
Hx 


H 


Hx = 


Hx 


H 
Hx 


Hx 


H 
He - 


Hx 


20 mm 
33:58 


= 23,8 mm 


23,6 ,, 


= 20 mm 
23,5 


= 23,5 


20 mm 
23.5 


: 23,9 


20 mm 
ct ws 


23,9 ,, 
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Hydrolyse Nr. 5. 
Einwage 0,5 g. 


Zum Kolorimetrieren verwendet zweimal je 0,5 ccm. 


Reaktion a) Standard 0,03 mg Arginin. .......H =20 mm 
Hx = 23,8 
Reaktion b) ebenso, . . . ‘ Birth BAe alte et ey a So RD 


Hx (Mittel) = 23,85 mm 
x = 0,02515 mg Arginin in 0,5 cem 
= 1,006°, 


Mittelwert aus fiinf Hydrolysen: 1,01°, Gesamtarginin. 


Freies Arginin. Von je 1g Samenpulver werden fiinf Extrakte her- 
gestellt; je 50 cem gereinigter Extrakt. 


Extrakt Nr. l. 


Zum Kolorimetrieren verwendet dreimal je 1 cem Extrakt. 0,5 cem 


Bromlauge. 

Reaktion a) Standard = 0,03 mg Arginin. ......H =20 mm 
Hz = 23,5 ,, 

Pee DD) ORUNMO.. ck et lw el a oe 5 eee oe RS .,, 

Reaktionc) ebenso. . . ge RS ee te ee ee oe SRS 


Hx (Mittel) = 23,5 
x = 0,0255 mg Arginin in 1 eem Extrakt 
= 0,1275% 


Extrakt Nr. 2. 


Zwei verschiedene Reaktionen: 
x = 0,0245 mg Arginin in 1cem Extrakt 
‘ = 0,122 %. 


I 


Extrakt Nr. 3. 
Zwei Reaktionen: 
x = 0,0244 mg Arginin = 0,122 °%,. 


Extrakt Nr. 4. 
Zwei Reaktionen: 
wx = 0,0245 mg Arginin = 0,123 %,. 


Extrakt Nr. 5. 
Zwei Reaktionen: 
x = 0,0245 mg Arginin = 0,123 °). 
Mittelwert aus fiinf Extraktionen: 0,12°/ freies Arginin. Gebundenes 
Arginin demnach: 0,89 %. 


Es wurden stets Parallelanalysen in dieser Art durchgefiihrt, doch 
begniigten wir uns spiter mit drei Parallelanalysen. 














Bas at A 
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2. Soja hispida (Same). 


Gompmeiarenie.. « « «+ « 2s 60 0 24% 
ees 8 A 
Peep SS Gk kt ke ee 


Eine andere Samensorte von Soja hispida ergab einen Gehalt von 
2,09°,, Gesamtarginin. 
E. Schulze (22) stellte aus Sojasamen freies Arginin mit einer 
Ausbeute von 0,033°, bezogen auf das Lufttrockengewicht, dav. 
Der Gehalt zweier verschiedener EiweiBpriparate aus Soja hispida 
betragt demgegeniiber bei uns 
bei EiweiBpriparat a mit 11,369 N... . . 3,18% Arginin-N 
Der Argininstickstoff macht also 28,0°,, des Gesamtstickstoffs aus. 
beim Eiwei8priparat b mit 13°)N. ... . . 4.57%, Arginin-N 
(35,15°,, des Total-N.) 


Wir haben auch einzelne Samen einer reinen Linie von Soja hispida 
auf ihren Gehalt an Gesamtarginin untersucht und konnten feststellen, 
daB die Schwankungen im Arginingehalt der einzelnen vergleichbaren 
Individuen + 6% betragen kann, sich also Verhiltnisse zeigen, die 
einer variationsstatistischen Auswertung [ Rosenthaler (22)] zuginglich 
waren. Nur ein kleiner Versuch dieser Art sei kurz angefiihrt: 

Zehn gleichschwere, geschilte Samen von Pinus pinea gaben fiir 
Gesamtarginin folgende Werte fiir die einzelnen Samen (berechnet 
auf Trockengewicht einschlieBlich der Fette): 5,54, 6,36, 6,72, 6,11, 
6,75, 5,50, 4,82, 5,80, 4,95, 4,89°%, im Durchschnitt also 5,74°%. 

Berechnet auf das entfettete Material ergibt das 11,32°,, Gesamt- 
arginin. Bei einem Versuch, bei dem Pulver einer gréBeren Samenmenge 
analysiert wurde, erhielten wir, bezogen auf das entfettete Trocken- 
material 11,56°%, also eine sehr schéne Ubereinstimmung. 

Auch bei einzelnen vergleichbaren Keimlingen gleichen Alters 
zeigen sich quantitative Unterschiede ahnlicher GréBSenordnung. 
Diese Differenzen bei Keimlingen kénnten auf ahnliche Ursachen 
zuriickzufiihren sein, wie wir es beim Harnstoff zeigten (23). Doch 
liegen zu wenig Bestimmungen vor, um ein klares Bild geben zu kénnen. 


3. Ricinus communis (Same). 


eee a Sb we ORS 

Prowse Argmm....4.4.:+ 0% « . Sparen 
(Blatter, 5. September 1930.) 

CEE sk os as te se ee BOO 


4. Ricinus zanzibarensis (Same). 


Gotemiterwinmm . . 066i ees OO 
Freies Arginin. ........ . . Spuren 
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1930). 


5. Solanum lycopersicum (Blatter, 19. September 


Gesamtarginin 0,44, 


Freies Arginin nicht bestimmt. 


6. Zea Mays (Blatter, 19. September 1930). 


Gesamtarginin 1,38% 


Freies Arginin . Spuren 
7. Acer pseudoplatanus (20. September 1930). 


Gesamtarginin: Blatt . 0,66 %, 


Blattstiel..... 0,38 % 


Freies Arginin nur in Spuren. 


8. Aesculus hippocastanum (20. September 1930). 


0,56, 


Gesamtarginin: Blatt . 
Biettetiel ..... 018°, 


9. Robinia pseudacacia (20. September 1930). 


Gesamtarginin: Blatt. 0,82 % 


Blattstiel . . 0,17% 


10. Arachis hypogaea (Same). 


Gesamtarginin. ...... 3,70% 


bezogen auf entfettetes Trockenmaterial. Auf Grund des hohen Arginin- 


gehaltes sind Erdnu8samen zur Arginindarstellung gut geeignet. 


11, Galega officinalis (ganze Pflanze, September 1930). 
Gesamtarginin . 119% 

Das Galegin wird bei der Hydrolyse im Bombenrohr zerstért. Freies 
Arginin lat sich jedoch nicht ohne weiteres bestimmen. Uber Galegin- 
und Argininbestimmungen in Galega officinalis berichten wir bei spéiaterer 
Gelegenheit (s. auch 8. 13 u. 15). 


12. Phaseolus multiflorus (abgefallene Kotyvledonen von Keimlingen) 


Gesamtarginin . 0.067 ' 


Wahrend die Kotyledonen des Phaseolussamens 1,01°,, Gesamt- 
arginin enthalten, sind in den abgeworfenen Kotyledonen nur mehr ver- 
haltnismaBig geringe Mengen der wertvollen Substanz vorhanden. 


13. Ornithopus sativus (etiolierte Keimlinge, 7. Tag). 
1.35% 
. 0,40 % 


0,95 ° 


Gesamtarginin . 
Freies Arginin 
EiweiBarginin 


0 
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14. Triticum sativum (Diamantsommerweizen, Svaldi). 


(Griine Keimlinge, 21. Tag.) 


Wiirzelchen: Freies Arginin. . . . . 0.0575 
EiweiBarginin . ... . 0,360°%, 
Pflanzchen: Freies Arginin. . . . . 0,049°) 


EiweiBarginin . ... . 107°, 


15. Avena sativa (Siegeshafer, Svaldf). 
(Griine Keimlinge, 21. Tag.) 
Wiirzelchen: Freies Arginin. . . . . 0,050°, 


90K 0 
ie tas 0,290 "% 


EiweiBarginin . 


Pflanzchen: Freies Arginin 0.037%, 


EiweiBarginin . . . . 0,940% 


16. Picea excelsa (junge Triebe, Juni). 
eee ee ee a 
EiweiBarginin . 0.36 ° 


17. Castanea vesca (Juni). 


Blatter: Freies Arginin. . .. . . . Spuren 


EiweiBarginin . . ca oc a OS 
Bliiten: Freies Arginin. ..... . 0,028%, 
EtwoiGargimin ....... 0,24% 


18. Fragaria vesca (Bliiten, Mai 
pee een SS bes Se iS oc Re 


pS Gk ec ee ow OR 


19. Syringa vulgaris (Bliitenknospen, Mai). 


i ee te 


0.97%, 


Freies Arginin. ; ... 


EiweiBarginin ... 


20. Salix viminalis (mannliche Bliiten, Mai). 
ems. Meee. wc tlt oe st oe OO 


DEASS CG ee te st 6 ERE 


21. Laburnum anagyroides (Mai). 
Bliitenknospen: Freies Arginin . . . 0,12°, 
EiweiBarginin. . . . 1,39", 


Bliiten : Freies Arginin . . . 0.048' 


EiweiBarginin. . . . @.71° 
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22. Taraxacum officinale (Mai). 


Kinzelbliiten : 


Bliitenboden: 


Fruchtchen: 


Fruchtboden : 


Blatter : 


Bliitenblatter : 


Bliitenstiele : 


Stempel: 


StaubgefaBe : 


24. Musa paradisiaca (Juni). 
(Blutenknospen aus dem Tropenhaus des 


re TE 6. Ss OS 


EiweiBarginin 


Offene Bliiten enthalten kaum die Halfte EiweiBarginin. 


a) Junges Exemplar. 


Freies Arginin 
EiweiBarginin . 
Freies Arginin 
Eiweifarginin . 
Freies Arginin 
LiweiBarginin . 
Freies Arginin 
Gesamtarginin 


23. Tulpe (Mai). 
Freies Arginin 
EiweiBarginin 
Freies Arginin 
EiweiBarginin 
Freies Arginin . . 
EiweiBarginin 


Freies Arginin . ... 


EiweiBarginin 
Freies Arginin . . . 
EiweiBarginin .. 


25. Psalliota campestris. 


Hut (ohne Hymenium): Freies Arginin 


Stiel: 


Hymenium : 


b) Alteres Exemplar. 


EiweiBarginin 
Freies Arginin 
EiweiBarginin 
Freies Arginin 
EiweiBarginin 


Hut: Freies Arginin. .... 
EiweiBarginin ..... 
Stiel: Freies Arginin. .... 
Eiweifarginin ..... 
Hymenium: Freies Arginin. . .. . 
EiweiBarginin ..... 


0,028 % 
0,466 °) 
0,11% 
0,720 %% 
0,35 %, 
117% 
0,12% 
0,28 % 


0,030 °,, 
0,720% 
0,032 % 
0.410%) 
O.01L®, 
0,250 % 
0,035 °), 
0,570 % 
0,078 %, 
0,390 % 


Biolabors. 
0,055 % 


—. 
0,770" 


0,18°%, 
0,74%, 
0,35 %, 
0,44%, 
0,31°% 
0,64°%, 


0,28 °% 
0,53 % 
0,35% 
0,45 °, 
0,28 °%, 
0,54 


\ 


} 
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Aus den Versuchen ergibt sich, daB das Verhaltnis zwischen dem 
Protein-Arginin, das in wechselnder Menge in jedem Organ und Stadium 
zu finden ist, zur freien Diaminoséure sehr verschieden sein kann. 
In jungen, wachsenden Organen ist dieses Verhaltnis zugunsten des 
freien Arginins verschoben. In ruhenden Samen ist im allgemeinen 
der Gehalt an beiden Argininformen gegeniiber allen anderen Organen 
der Pflanze erhéht. Alte, verbrauchte Organe sind verhaltnismabig 
arm an Arginin (abgefallene Kotyledonen, reifer Fruchtboden), die 
untersuchten Blattstiele armer als die Blatter. Keimlinge sind reich 
an Arginin; ein betrachtlicher Teil liegt frei vor. Die Keimlingswurzeln 
sind argininérmer als die Pflainzchen, was wir spaiter immer wieder 
bestatigt fanden. In unseren Versuchen mit Bliiten fiihrten die Bliiten- 
knospen mehr Arginin als die aufgebliihten Bliiten. Interessant er- 
scheinen die Ergebnisse bei Taraxacum. Die reifen Friichtchen fiihren 
viel Arginin, offenbar auf Kosten des reifenden Bliitenbodens. Neu 
erscheint die Feststellung, daB Champignons, die in allen Organen etwa 
um 1°, Gesamtarginin fiihren, auffdllig reich an Arginin sind, so etwa 
wie Leguminosenkeimlinge. Das Verhaltnis von EiweiBarginin zur 
freien Diaminosiure betrigt annihernd 1:1. Ein nicht naher an- 
gefiihrter Versuch zeigte uns iiberdies, daB beim Reifenlassen von 
Pilzhalften in den nachgereiften Halften mit zunehmendem Harn- 
stoffgehalt (24) der Arginingehalt etwas zuriickgeht, so daB man 
vielleicht auch einen Teil des Pilzharnstoffs auf Arginin zuriickfiihren 
konnte. 


Als auffallig sei noch hervorgehoben, daB die jungen Triebe von 
Picea, die im Samen und im Keimlingsstadium besonders argininreich 
ist, nur eine verhaltnismaBig geringe Menge von Gesamtarginin fiihren, 
(siehe 8. 45). 

III. Serienversuche. 


Da uns, wie einleitend erwahnt, einige Fiitterungsversuche — die 
wir jetzt mit quantitativen Methoden auf breiterer Basis wiederholt 
haben und demnachst veréffentlichen — gezeigt haben, daB die héhere 
Pflanze die Fahigkeit besitzt, Arginin unter Harnstoffbildung zu spalten, 
schien es uns zur Klarung des Zusammenhanges zwischen Argininsto/f- 
wechsel und Harnstoffbildung zweckmaBig und méglich, vor allem bei 
der Keimung von Harnstoffpflanzen durch quantitative Bestimmungen 
in aufeinanderfolgenden Stadien solche Zusammenhange aufzuzeigen. 


Als Versuchspflanzen fiir diese Bilanzversuche wurden gewahlt: 
Pisum sativum, Phaseolus vulgaris, Canavalia ensiformis, Lupinus 
albus, Cucumis sativus und Pinus pinea. Es handelt sich also durchweg 
um Spezies, in deren Keimlingen Harnstoff festgestellt werden konnte. 
Es sind bei dieser Auswahl Vertreter verschiedener Stoffwechseltypen 
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beriicksichtigt, was sich schon aus dem verschiedenen Verhaltnis der 
Samenreservestoffe ergibt. 

Die Versuchspflanzen wurden zunachst a) unter extremen Hunger- 
bedingungen gezogen, namlich etioliert auf Filterpapier in Keimschalen, 
daneben b) Pisum, Cucumis und Pinus unter giinstigen Ernahrungs- 
verhaitnissen am Licht in Gartenerde. Wir erhielten so neun Versuchs- 
serien. 

Als Bezugsgréfe fiir alle Analysenwerte kam, wie wir in einer 
friiheren Arbeit (2) und zwar S. 442 bereits auseinandergesetzt haben, 
wiederum nur das LHinzelindividuum bzw. die Organe des Einzel- 
individuums in Betracht. Auswahl und Vorbereitung des Samen- 
materials, Anzucht der Keimlinge geschah, wie dort beschrieben, so 
daB fiir jeden Versuch gleichalte und gleichgroBe Keimlinge, gezogen 
aus gleichgroBen und gleichschweren Samen, zur Verfiigung standen. 
Trocknung und Konservierung des Pulvers geschah, wie auf S. 18 
beschrieben. Das Pflanzenmaterial wurde so bemessen, das von jeder 
Probe 5 bis 10 g Trockenmaterial vorhanden waren. 

Bestimmt wurde: 

1. Gesamtarginin, freies Arginin und als Differenz Hiweifarginin, 
nach dem im methodischen Teil angegebenen Verfahren. 

2. Gesamtharnstoff (freier und Ureidharnstoff) nach einer von uns 
in einer friiheren Arbeit (2) und zwar 8S. 436 mitgeteilten Methode. 

3. Die wichtigsten Stickstofffraktionen, 

Ammoniak-N (Destillationsmethode und haufig auch Durch- 
liiftungsmethode nach Folin'), 

Amid-N (nach Sachse), 

. Amino-N (nach van Slyke), 

EiweiB-N (Kjeldahl-Bestimmung der Trichloressigsdurefallung), 

Kjeldahl-N im Filtrat der EiweiBfallung (,,l6slicher N**). 

Methodische Einzelheiten siehe bei FE. KeyBner und K. Tau- 
bdck (23). 

Aus den Bilanzversuchen waren 126 Proben verschiedener Stadien 
und Organe zu analysieren?. 

In den folgenden Tabellen und Kurven bringen wir nur die bereits 
fiir das Einzelindividuum berechneten Werte, und zwar in Milligramm 
Stickstoff. 


' Es wurde meist auch NO,-N bestimmt; doch haben wir diese Werte 
in die Tabellen nicht aufgenommen. 

2 Fiir die Bestimmung der Stickstofffraktionen sind wir den Herren 
Dr. E. KeyBner und Dr. J. Beck zu Dank verpflichtet. 








Tabella J. 
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Versuch 1. 
Canavalia ensiformis (etioliert). 


Das sehr gleichmaBige Samenmaterial mit einer Keimfaéhigkeit von 
100°, stammt aus Buitenzorg, Java (s’ Lands Plantentuin). 

Uber Argininuntersuchungen bei Canavalia liegen bis jetzt noch keine 
Literaturangaben vor. 

Wir erhielten schon mikrochemisch bei Canavalia-Keimlingen starke 
Harnstoffreaktionen in allen Stadien, bei Keimlingen in der ersten Woche 
fast ausschlieBlich in der Radicula. Eine erste quantitative Untersuchung 
ergab fiir die Radicula fiinftagiger Keimlinge 0,121°,, Harnstoff. 

Fir stoffwechselphysiologische Untersuchungen iiber Harnstoff hat 
Canavalia wegen des besonderen Ureasereichtums und wegen des Vor- 
kommens einer argininéhnlichen, noch nicht genau bekannten Base, die 
ebenso wie Arginin fermentativ Harnstoff abspalten kann, besonderes 
Interesse (s. 8S. 15). 

Im Stickstoffgehalt (EiweiB-N, Gesamt-N) entsprechen Canavalia- 
samen etwa den von Phaseolus. 





Phaseolus Canavalia Pisum Lupinus | Pinus 
EKiweiB-N,%... 2,91 3,01 3,47 5,78 8,52 
Loslicher N, %. . 0,501 0,995 0,54 0,92 1,72 
Amid-N,% ... 0,03 0,03 0,005 0,121 0,131 


(Bezugsgr6Be: Trockengewicht. ) 


Die Keimlinge wurden iiber 3 Wochen etioliert in Keimschalen unter 
Blechstiirzen bei méglichst konstanter Temperatur bis zur Erschépfung 
gezogen (etwa 25°). 

Es wurden auBer den ungekeimten Samen die Keimlinge zu folgenden 
Terminen untersucht: am 3., 7., 12., 16. und 23. Tag. An den ersten beiden 
Terminen war nur die Keimlingswurzel (Radicula bzw. Radicula + Hypo- 

cotyl) entwickelt. Kotyledonen und Radiculae 
wurden getrennt untersucht; die Summe der 
Werte fiir die Einzelorgane ergibt den Wert 
fiir das Individuum. Vom 12. Tage an sind 
Epikotyl und Plumula, spater auch die ersten 
etiolierten Laubblatter entwickelt. Wir unter- 
suchten diese Organgruppe gesondert und be- 
zeichnen die Summe der oberirdischen Organe 
_-Iil_ in der Tabelle kurz als ,,Stammechen“ (I). Die 
Werte fiir die Wurzelorgane (II) ergeben zu- 
sammen mit den Werten fiir das ,,Staémmchen** 
die im kotyledofreien ,, Pflanzchen“‘ enthaltenen 
Stoffmengen, die durch die in den Kotyle- 
donen (III) gefundenen Werte zum Endwert 
fiir das Individuum ergainzt werden (Abb. 1). 
Auch bei den etiolierten Keimlingen wurden 
untersucht: ,,Wurzelorgane“, ,,oberirdische Or- 
gane‘‘ und ,,Reservestofforgane“, trotzdem es 
bei Dunkelkeimlingen hauptsichlich auf die 
Gegeniiberstellung des wachsenden Pfldnzchens 








Abb. 1. 


Leguminosenkeimling, 
schematisch. 
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und der verbraucht werdenden Kotyledonen ankommt. Bei Keimlingen 
im Licht ist jedoch eine Differenzierung des Pflanzchens in die allein 
autotrophen griinen Organe und die heterotrophen unterirdischen Organe 
mit ihrem ganz anderen Stoffwechsel jedenfalls notwendig. 

Die Aufarbeitung des Canavaliaversuchs hatte folgendes Ergebnis: 

Das Trockengewicht eines (schalenfreien) Samens betrug einzeln 
gewogen und als Durchschnittswert aller verwendeten Samen_ berechnet 
1192,0mg. Am 23. Tage der Keimung, beim Abbrechen des Versuchs, 
betrigt das Trockengewicht eines Individuums nur mehr 930,7 mg. Die 
Trockengewichte fiir das wachsende Pflinzchen und die Kotyledonen von 
den verschiedenen Versuchsterminen betragen : 





3. Tag 7. Tag 12. Tag 16. Tag 23. Tag 
Pflanzchen, mg . . 51,5 122.0 199,0 266,5 450,8 
Kotyledonen, mg . 1080,0 995,0 852.0 804,5 479.9 


In Tabelle I sind die Analysenwerte fiir die einzelnen Organe und 
Stadien angefiihrt. Diese Werte sind unter Beriicksichtigung der Einzel- 
gewichte fiir das Organ des einzelnen Individuums berechnet. Soweit 
das ,,Pflanzchen“‘ in Organe geteilt untersucht wurde, sind die Werte 
hierfiir sowie die fiir das Individuum durch Addition der Einzelwerte ge- 
wonnen. In der Spalte neben den Harnstoffwerten ist die Argininmenge 
(in Milligramm N) angegeben, die notwendig umgesetzt sein miiBte, wenn 
man die gefundene Harnstoffmenge aus dem Arginin erklaren wollte. 
(Aus vier Arginin-N entstehen zwei Harnstoff- und zwei Ornithin-N.) 

Die Menge des Gesamtstickstoffs bleibt wahrend der Keimung praktisch 
konstant, um 47,5mg im Individuum. Entsprechend der Abnahme des 
EiweiBstickstoffs tritt léslicher Stickstoff auf. 

Interessant ist, daB bereits im Samen 11,86 mg léslicher N vorliegen, 
wobei die Summe von NH,-N, Amido-N und Amino-N nur 1,59 mg betragt 
und auch Nitrat-N nur in geringer Menge vorhanden ist. Der lésliche N 
macht dabei 24,84°,, des Gesamtstickstoffs aus. Da in den drei ‘ersten 
Tagen der Keimung der EiweiB-N nur um 4,48 mg abnimmt, der Amino- 
stickstoff allein um 11,87mg zunimmt, ist dessen Entstehung aus der 
unbekannten organischen, léslichen N-Fraktion des Samens anzunehmen, 
die bei Keimlingen bereits verschwunden ist. (Am dritten Tage betragt die 
Summe von NH,-N, Amino-N und Amido-N 14,89 mg, léslicher N wurde 
gefunden mit 16,25mg.) Mit der Aufklérung dieser Fraktion, die, wenn 
auch weniger ausgepragt, bei anderen Keimlingen vorkommt, sind wir 
beschaftigt. 

Die Menge des Gesamtarginins nimmt wahrend der Keimung um 
52,05°,, ab, die des EiweiBarginins um 70,78°,, wofiir der Gehalt an freiem 
Arginin staindig steigt. Daraus geht hervor, daB das EiweiBarginin des 
Canavaliasamens wahrend der Keimung im Dunkeln hydrolysiert und das 
dabei auftretende freie Arginin zum groBen Teile weiter umgewandelt 
wird. Harnstoff ist nur in dem Mae vorhanden, als er in Ureidform fest- 
gelegt wird. Dieser allein kann das verschwundene Arginin nicht erklaren. 
Der gréBere Teil des entstandenen Harnstoffs tritt nur als Zwischenprodukt 
auf und wird durch Urease weiter zu Ammoniak abgebaut, das seinerseits 
zur Amidbildung (Asparagin, Glutamin) Verwendung findet. Jedenfalls 
laBt sich im vorliegenden Versuch der gefundene Harnstoff aus dem ver- 
schwundenen Arginin mengenméBig leicht erklaren. 


§* 
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Der weitgehenden Hydrolyse in etiolierten Keimlingen entspricht die 
Tatsache, daB im ruhenden Samen das freie Arginin 15,8°,, des Gesamt- 
arginins ausmacht, im etiolierten Keimling dagegen zum SchluB 48,7°,). 

Den héchsten Prozentsatz an freiem Arginin stellten wir in der als 
.. Stiémmchen* bezeichneten Keimlingsfraktion mit 0,37 °,, fest (am 23. Tage). 
Der Prozentgehalt in den Kotyledonen betraigt demgegeniiber nur 0,25°,, 
freies Arginin. Am niedrigsten ist der Prozentgehalt der Wurzelorgane. 

EiweiBarginin dagegen liegt im héchsten Prozentsatz in den Koty- 
ledonen. mg 
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Abb. 2. Canavalia ensiformis, etioliert 1. 
Die Abbildung stellt die Arginin- und Harnstoffwerte in mg Stickstoff fiir ein Individuum dar. 
Kurve A (bezogen auf x): Gesamtarginin. Kurve B (bezogen auf zx): freies Arginin. (Die 
Fliche zwischen A und B entspricht also dem Eiweifarginin.) Kurve C (bezogen auf z,): 
Gesamtharnstoff. Kurve D (bezogen auf z,): die dem Harnstoff entsprechenden Argininwerte. 
x, entspricht dem Wert fiir Gesamtarginin im Samen. 


Bei Canavalia ensiformis macht der Amino-N des freien Arginins nur 
einen geringen Bruchteil des gesamten Amino-N aus, ebenso wie der N des 
EiweiBarginins neben dem GesamteiweiB-N und der Harnstoff-N neben dem 
Amid-N nur eine quantitativ verhaltnismaéBig geringe Rolle spielt. Wir 
werden bei Pinus pinea einen in dieser Hinsicht ganz anderen Keimlings- 
typus kennenlernen und dazwischen Uberginge feststellen kénnen. 

Abb. 2 bringt die wichtigsten der sich aus Tabelle I ergebenden Ver- 
haltnisse in einer graphischen Darstellung. 


Versuch 2. 
Phaseolus vulgaris, etioliert. 

Krupbohnen ,,Non plus ultra‘‘ der Firma D. Sachs, Quedlinburg. 

Es wurden folgende Stadien untersucht: Samen, Keimling am 3., 7., 
12. und 14. Tage. Langer als 2 Wochen lieBen sich die Keimlinge nicht 
etioliert kultivieren. 

Die einzelnen Samen wogen je 952,5 mg. 

Pflanzchen und Kotyledonen wogen an den Untersuchungsterminen : 





3. Tag 7. Tag 12. Tag 14. Tag 
Pflanzchen, mg ..... 77.0 155,6 273,0 298,6 
Kotyledonen, mg .... 784,0 648,1 405.3 343,0 


1) Bei allen Diagrammen sind in der senkrechten Spalte links die 
Werte fiir den Einzelsamen eingezeichnet. 
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Die Trennung in Organe wurde wie bei Versuch 1 vorgenommen. 
Die Analysenergebnisse sind in Tabelle I] zusammengestellt. 

Der Gesamtstickstoff betragt bei allen Terminen um 32 mg pro Indi- 
viduum und wurde gewonnen als Summe von EiweiB-N und léslichem N. 

Es ergibt sich ein grundsatzlich anderes Bild als bei Canavalia. 
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Abb. 3. Phaseolus vulgaris, etioliert. 
Die Argininwerte in mg Stickstoff in Pflinzchen und Kotyledo, die Harnstoffwerte in mg 
Stickstoff im Individuum. 
Kurve A (bezogen auf z): Gesamtarginin im Individuum. Kurve B (bezogen auf z): 
Gesamtarginin im Pflainzchen. (Die Fliche zwischen A und B entspricht also den Werten fiir 
Gesamtarginin im Kotyledo.) Kurve C (bezogen auf #): freies Arginin im Kotyledo. Kurve D 
(bezogen auf x): freies Arginin im Pflinzchen. Die schraffierten Flichen entsprechen dem 
Eiweifarginin in den Organgruppen. Kurve £ (bezogen auf z2): Gesamtharnstoff. Kurve F 
(bezogen auf zg): die entsprechenden Argininwerte. Die Flache zwischen z,; und zp stellt 
die im Samen bereits vorhandene Menge Harnstoff-N dar. 
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Abb. 4. Phaseolus vulgaris, etioliert. Abb. 5. Phaseolus vulgaris, etioliert. 
Das Verh&ltnis des «-Amino-N yom Das Verhiltnis von Eiweifarginin-N 
Arginin zum Gesamt-a-Amino-N. zum Gesamteiweif-N. 
Kurve A (bezogen auf z) = Gesamt- Kurve A = Gesamt-Eiweif-N. 
a-Amino-N. . B = Eiweifarginin-N. 


Kurve B(bezogen auf z) = a-Amino-N 
des Arginins. 


Der Gehalt an Gesamtarginin sinkt nur in den allerersten Tagen der 
Keimung und bleibt dann praktisch auf gleicher Héhe. 

Hydrolyse des EiweiBarginins findet ebenso statt wie bei Canavalia. 
Das freie Arginin macht vor Beginn der Keimung 11,89°,, des Gesamt- 
arginins aus, nach 2 Wochen bereit» 49,39°,. Es verschwinden im ganzen 
0,93 mg Arginin-N. Zur Erklaérung des aufgetretenen Harnstoffs durch 
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Arginasewirkung (1,46 mg N, im Samen waren bereits 0,12 mg zu finden) 
ware das Verschwinden von 2,92 mg Arginin notwendig. Es muB also bei 
Phaseolus der Harnstoff auch auf andere Weise als durch Argininspaltung 
gebildet werden kénnen (s. Abb. 3). 

Arginin und Harnstoff spielen bei Phaseolus im Stickstoffwechsel eine 
quantitativ gewichtigere Rolle als bei Canavalia. Am 14. Tage betragt 
der Harnstoff-N 55,54°,, des Amid-N, der «-Amino-N des freien Arginins 
8,79°,, des Gesamt-«-Amino-N, der N des EiweiBarginins 21,67", des 
EiweiB-N. 

Abb. 3 zeigt den Verlauf der Arginin- und Harnstoffwerte, Abb. 4 
das Verhaltnis vom Gesamt-a«-Amino-N zum «-Amino-N des freien Arginins 
(halber Argininwert) und Abb. 5 das Verhaltnis des GesamteiweiB-N zum 
ArginineiweiB-N in den einzelnen Organen. 

Bei Phaseolus findet man, in Prozenten des Trockengewichts aus- 
gedriickt, die héchsten Zahlen fiir freies Arginin in den Organen des Keim- 
pildnzchens. Am 14. Tage der Keimung haben wir festgestellt : 

im Stémmechen ...... . . 0,95% freies Arginin 


im dep Teemu “ww tlw ts OBB vs * 
» den Kotyledonen ..... .0,27% =.,, 


Versuch 3. 
Lupinus albus, etioliert. 
AuBer den ruhenden Samen wurden die etiolierten Keimlinge am 4. und 
12. Tage untersucht. Fiir altere Stadien konnten wir kein gleichmaBiges 
Material mehr aufziehen. 
Der einzelne Samen wog 259,6 mg. Die Trockengewichte der Keimlinge 
zeigten folgendes Verhaltnis: 





4. Tag 12. Tag 
Pflanzechen, mg ..... 26,40 86,00 
Kotyledonen, mg .... 226,80 147,50 


‘Der Gesamt-N-Gehalt des einzelnen Individuums ist bei den ver- 
schiedenen Stadien praktisch gleich; wir erhielten Werte zwischen 17,3 
bis 17,5 mg. 

Die wesentlichen Analysenergebnisse sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. 

Der Gehalt an Gesamtarginin sinkt in 12 Tagen um 37,67°,. Der 
Gehalt an freiem Arginin steigt um 17,48°,. Dabei ist im Pflanzchen auch 
prozentual nur sehr wenig /freies Arginin vorhanden, die Hauptmengen 
liegen im Kotyledo. Am 12. Tage waren in Pflainzchen sowohl an EiweiB- 
arginin als auch an freiem Arginin kaum bestimmbare Spuren vorhanden, 
in den Kotyledonen dagegen 0,99°, freies und 3,23°,, Gesamtarginin, was 
0,47 bzw. 1,53 mg Arginin-N im Einzelorgan entspricht. Im etiolierten 
Keimling von Lupinus wird also das in den Kotyledonen enthaltene Arginin 
nur zu etwa 38°, ausgenutzt, verschwindet im Pflainzchen fast véllig und 
wird in andere Stoffe umgewandelt. Von Harnstoff fanden wir nur am 
4. Tage gerade noch greifbare Mengen. Die vom Samenstadium bis zum 
4. Keimungstage verbrauchte Argininstickstoffmenge ist etwa das 100fache 
des inzwischen greifbar aufgetretenen Harnstoffs. 








bri 


ge} 
Sel 











Argininstoffwechsel und Harnstoffgenese bei héheren Pflanzen. 39 


Die Verhaltnisse von «-Amino-N des Arginins zum Gesamt-x-Amino-N 
und von Eiwei®arginin-N zu EiweiB-N sind ahnlich den bei Phaseolus 
gezeigten. Abb. 6 zeigt die Argininwerte von Lupinus albus in graphischer 
Darstellung, Abb. 7 das Verhaltnis von Gesamt-x-Amino-N zum «-Amino-N 
des freien Arginins. 

Die folgenden Versuche mit Pisum sativum, Cucumis sativus und 
Pinus pinea wurden sowohl etioliert als auch im Licht durchgefiihrt. Diese 
Keimlinge wurden aus den bereits an- 
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G75 ; 
ae 
4254 
2 be 2 8 
075% 
a5 & A 
O25 
1 1 
875 
O5 c 
G25 B 
’ 4 72 lag ’ 4 ied 
Abb. 6. Lupinus albus, etioliert. Abb. 7. Lupinus albus, etioliert 


Freies und Eiweibarginin im Kotyledo 
und Pflinzchen. 
Kurve B (bezogen auf «) = Gesamt- 
arginin im Pflanzchen. (Differenzierte 
Zeichnung ist in diesen Dimensionen 
nicht miglich.) Die Fliche zwischen A 
und B stellt das Gesamtarginin im 
Kotyledo dar, die zwischen B und C 
den jeweils davon in freier Form vor- 
liegenden Anteil. ‘ 


Gesamt-a-Amino-N und a-Amino-N des 
freien Arginins in Pflanzchen und 
Kotyledo. 

Kurve A: Gesamt-ae-Amino-N im Indi- 
viduum. Kurve B: Trennt die Anteile 
von Pflinzehen (zwischen z und B) und 
Kotyledo (zwischen B und 4A). 

Der Anteil an a@-Amino-N des freien 
Arginins ist im Kotyledo durch schraf- 
fiertes Feld angezeigt, im Pflanzchen 





sind nur geringe Mengen vorhanden. 


Versuch 4. 
Pisum sativum, etioliert. 
Markerbsen ,,Senator‘‘ (Firma D. Sachs, Quedlinburg). 
Untersucht wurden: ruhende Samen und die Keimlinge am 4., 12., 
18. und 23. Tage. 
Der einzelne Same wog 267,0mg, die Individuen hatten folgende 
Gewichte : 





4. Tag 12. Tag 18. Tag 23. Tag 
Pflanzchen, mg ; 18,30 75,17 81,96 81,60 
Kotyledonen, mg ... . 221,70 109,45 77,20 abgefallen 


Den Gesamt-N fanden wir zwischen 9,5 und 10,l mg. Tabelle [IV 
bringt die Analysenergebnisse zu diesem Versuch. 

Das Absinken der Werte fiir Gesamtarginin ist hier besonders aus- 
gepragt. Bis zum 18. Tage, also Abwerfen der Kotyledonen, betrigt der 
Schwund bereits 79,76"... 
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Freies Arginin nimmt auf Grund der starken Hydrolyse des Eiweils- 
arginins von Samen bis zum 18. Tage stdndig zu (um 75,86 °,), im Pflanzchen 
ist diese Zunahme bis zum 23. Tage zu beobachten. Mit den abgeworfenen 
Kotyledonen gehen verloren 21,7°,, Argininstickstoff und 37,8°,, Gesamt- 
stickstoff. 
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Abb. 8. Pisum sativum, etioliert. 

Freies und Eiweifarginin und Harnstoff in Pflanzchen und Kotyledo, angegeben in mg N. 
Kurve A (bezogen auf z) = Gesamtarginin im Individuum. Die Kurve B trennt die Anteile 
des Pflinzchens und der Kotyledonen. Flaiche zwischen z und B = Gesamtarginin im Pflinzchen. 
Die schraffierten Flachen entsprechen dem Eiweifarginin. Die Flache zwischen A und ( dem 
Eiweifarginin im Kotyledo, die zwischen B und D dem EiweiBarginin im Pflinzchen. Kurve F 
(bezogen auf z,) bringt die Harnstoffwerte fiir das Individuum, Kurve F die entsprechenden 
Argininwerte. Der Bruch in den Kurven ist durch das Abfallen der Kotyledonen nach dem 

18. Tage verursacht. 
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Abb. 9. Pisum sativum, etioliert. 
Das Verh&ltnis des gesamten a-Amino-N zum @-Amino-N des freien Arginins in Pflinzchen 
und Kotyledo. Kurve A: @e-Amino-N im Pfinzchen. Besondere Einzeichnung der auf das freie 
Arginin entfallenden Quote ist hier nicht miglich. Die Flache zwischen A und B stellt den 
e«-Amino-N im Kotyledo dar, die Fliche zwischen A und C den auf das freie Arginin ent- 
fallenden Anteil. 
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Abb. 10. Pisum sativum, etioliert. 
EiweiB-N und EiweiBarginin-N im Pflanzchen und Kotyledo. Kurve B trennt die Werte fiir 
Pflinzechen und Kotyledonen. Die schraffierten Flachen stellen die entsprechenden Anteile 
an Eiweifarginin dar. 


Bis zum 18. Keimungstage hat der Arginin-N um 1,02 mg, also um 
61°, abgenommen. Dafiir sind aufgetreten 0,20 mg Harnstoff-N, ent- 
sprechend 0,40 mg Arginin-N, sodaB auch in diesem Falle das Arginin- 
defizit den entstandenen Harnstoff erkliren kénnte. 
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Den Verlauf des Argininstoffwechsels in den einzelnen Organen zeigt 
Abb. 8. Abb. 9 und 10 bringen die Verhaltnisse der Argininfraktionen zu 
den entsprechenden N-Fraktionen. 

Den héchsten Prozentsatz an freiem und EiweiSarginin findet man 
bei Pisum, auch bei griinen Keimlingen, stets in den Kotyledonen. Doch 
sind auch im Pflainzchen stets beide Argininfraktionen feststellbar. 


Versuch 5. 
Pisum sativum, griin. 


Es wurde dasselbe Samenmaterial, und zwar gleichschwere Samen wie 
bei Versuch 4, verwendet. Die Keimlinge wurden analysiert am 3., 6., 12.. 
18., 23., 31. und 40. Tage. 

Wahrend der ersten 2 Wochen der Keimung sinkt das Gewicht des 
Einzelindividuums noch starker als bei den etiolierten Pflanzen (Versuch 4), 
damn beginnt die standige Zunahme. 

Zu Beginn des zweiten Monats begannen manche Individuen zu bliihen 
und zu fruchten. Das Ergebnis der Analysen der Bliiten und der Friichte 
wurde fiir das einzelne Individuum berechnet und erscheint in der Tabelle 
als ,,.Fruchtanteil‘*. Tabelle V bringt die Analysenwerte. 





Abb. 11, Pisum sativum, griin. 
Freies und gebundenes Arginin in den einzelnen Organen. Die Fliche zwischen z und 4: 
Gesamtarginin in den Wurzeln. Die Fliche zwischen A und B: Gesamtarginin im Kotyledo 
Die Fliche zwischen A-B und C: Griine Organe. Die Flaiche zwischen ( und D: Friichte. 


Die entsprechenden Anteile an freiem Arginin sind innerhalb der_bezeichneten Flachen durch 
dichtere Schraffierung gleicher Richtung hervorgehoben. 


Die Argininverschiebungep im Individuum und den Einzelorganen 
des Individuums illustriert am besten Abb. 11. Wir haben zunachst 
Abnahme des Gesamtarginins so wie bei etiolierten Keimlingen, der Schwund 
betrigt in den ersten 12 Tagen 67°,! Erst zu Beginn der Fruchtperiode wird 
im Individuum der im Samen urspriinglich vorhanden gewesene Wert wieder 
erreicht. Die Argininbildung erfolgt in den Bldttern, die sehr an Masse zu- 
nehmen, vor allem aber in den wachsenden Friichten, in denen sich die Arginin- 
werte fiir das Einzelindividuum multiplizieren, da schlieBlich jeder ausgereifte 
Same mit der urspriinglichen Argininmenge ausgestattet sein muB. 

In einem ausgewachsenen Individuum ohne Friichte ist auch nach 
2 Monaten nur knapp so viel Arginin vorhanden, als man urspriinglich im 
Samen feststellen konnte. Wahrend bei allen etiolierten Keimlingen die 
Rate des freien Arginins stieg, finden wir bei den griinen Erbsenkeimlingen 
bereits vom 6. Tage an, in einer Zeit, wo das Trockengewicht noch stark 
abnimmt, ein Verschwinden des freien Arginins. In betrachtlichen Mengen 
ist freies Arginin erst wieder in den unreifen Friichten zu finden. 
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Der bis zum 18. Tage entstandene Harnstoff kénnte in dem bis dahin 
verschwundenen Arginin seinen Ursprung haben. Vom 18. Tage an nehmen 
Arginin- und Harnstoffmengen zu. Dies kann natiirlich nicht dagegen 
sprechen, daB auch jetzt der Harnstoff aus dem Arginin entstehen kénnte, 
da sich bei griinen Keimlingen abbauende und aufbauende Prozesse iiber- 
lagern. 

Der Arginingehalt der Kotyledonen etiolierter Keimlinge betrug am 
12. Tage 78,7°,, vom gesamten Arginingehalt des Individuums und 44”, 
vom urspriinglichen Arginingehalt des Samens, bei griinen Keimlingen 
20.4%, vom gesamten Arginingehalt des Individuums und 6,7°, vom 
urspriinglichen Arginingehalt des Samens. Die Auswertung der Stick- 
stoffreserven der Kotyledonen ist also im griinen Keimling in den 
ersten 2 Wochen fast quantitativ, im etiolierten nur wenig mehr als 50°). 

Den héchsten Prozentsatz an freiem Arginin fanden wir bei den Koty- 
ledonen (iiber 1° ,) und reifenden Friichten. Sehr gering ist er in den 
vegetativen Organen der alteren Pflanzen (etwa 0,08 °,,). 


Versuch 6. 
Cucumis sativus, etioliert. 


Es kam zur Untersuchung: Same und Keimlinge am 3., 10. und 14. Tage. 
Fin Same wog 26,32 mg, nach der Entfettung mit Ather 17,16 mg; ein 
Individuum nach 2 Wochen 14.48 mg (13,96°,). Die Analysen wurden mit 
entfettetem Material vorgenommen. Da es sehr schwer ist, mehrere Tausend 
ganz gleichmaéBiger Keimlinge zu kultivieren, wurde bei diesem Versuch 


oes von einer Bestimmung der N-Fraktionen 





a3 abgesehen. Cucumis machte tiberhaupt 
075+ wegen der kleinen Keimlinge die gréBten 
905 | Schwierigkeiten von allen Versuchen. 
° Versuch 6 wurde zweimal durchgefiihrt. 
075+ A Die Umrechnung aufs Individuum ist in 
yA diesen Versuchen weniger verlaBlich als 
= ' bei den anderen Versuchen. Mit den 
g0%t gr6Beren Cucurbitakeimlingen lieB sich 
ro wegen zu groBer Verschiedenheit der 

Samen und des ganz unbeherrschbaren 














Verhaltnisses von Same zu Samenschale 


Abb.12. Cucumis sativus, etioliert. . - 
. nicht arbeiten. 


Freies und Eiweifarginin in - d ; ia lin 
ce Roeviedo. Die In Tabelle VI sind die N-Werte aus 
Kurve B trennt die Anteile yon den Arginin- und Harnstoffbestimmungen 
Pflanzchen und Keimblittern. zusammengestellt. 
oe eee See Se Das Gesamtarginin hat vom Samen 
die entsprechenden Anteile an ’ x - 

freiem Arginin dar. bis zum Versuchsende um 42°, abge- 

nommen. 


Dabei fallt die Abnahme in die allerersten Tage der Keimung, dann 
bleibt der Argininwert praktisch gleich. Nun entsteht aber die Hauptmenge 
des Harnstoffs zu einer Zeit, wo die Argininabnahme bereits aufgehért hat. 
Es miiBten, wollte man bei Cucumis den entstandenen Harnstoff aus dem 
Arginin erklaéren, 0,0882 mg Arginin pro Individuum verschwunden sein, 
eine GréBe, die auch beim Cucumisversuch iiber der Fehlergrenze liegt. 
Da man fiir die Annahme einer Neubildung von Arginin bei etiolierten 
Keimlingen keinen Anhaltspunkt hat, liegt bei Cucumis sowie bei Phaseolus 
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der Fall vor, daB der Harnstoff auch aus einer anderen Quelle als aus dem 
Arginin stammen muB. Die starke Zunahme des freien Arginins deckt sich 
mit allen bisherigen Erfahrungen mit etiolierten Keimlingen. 

Der Prozentgehalt an freiem Arginin ist am betraichtlichsten in den 
Kotyledonen (am 14. Tage 4,63°,,!). Den niedrigsten bei Cucumiskeimlingen 
iiberhaupt gefundenen Gehalt an freiem Arginin stellten wir in der Radicula 
des dreitagigen Keimlings mit 0,41°,, fest. Den Verlauf der Argininhydrolyse 
in den einzelnen Organen illustriert Abb. 12. 


Versuch 7. 
Cucumis sativus, griin. 
Samen ebenso wie bei Versuch 6. 
Die nochmalige Analyse der Samen ergab mit Versuch 6 fast identische 


Werte. 30% A 
a , ; G05 
Das Keimlingsmaterial vom — ggs5 
Lichtversuch wurde nicht entfettet. 43 
Analysenwerte s. Tabelle VII. my 


Die Argininwerte fiir die ein- 
zelnen Organe bringt Abb.13 in 40% 














graphischer Darstellung. pt 
. — 3g 
Die Abnahme des Gesamtarginins — gy 
in den ersten Tagen der Keimung 48 
ist so wie bei etiolierten Keimlingen; vr iy r B 
in der 3. Woche ist bereits Zunahme 36 Te B 2, J 


Abb. 13. Cucumis sativus, griin. 
Freies und Eiweifarginin in Pflanz- 
chen und Koty!edo (bis zum 31. Tag) 
Kurve A (bezogen auf z): Gesamt- 
arginin im Individuum. Das Kurven- 
stiick B (von der z-Achse bis zum 
Punkt 0) trennt den Anteil der Keim- 


von EiweiBarginin (Gesamtarginin) 
festzustellen. Wohl im Zusammen- 
hang mit der rasch wachsenden Blatt- 
masse ist in der Pflanze am Ende 
des ersten Monats bereits ein Mehr- 





faches der im Samen_ urspriinglich 
vorhandenen Argininmenge. Doch ist 
die Zunahme des ArginineiweiB-N im 
Vergleich mit der Zunahme des Ge- 
samteiweiB-N in den _ vegetativen 
Organen verhiltnismaBig nur gering 
(s. Abb. 14). Freies Arginin ist immer 
in ziemlich gleichmaéBiger Menge zu 
finden. Harnstoff wird bei den 
griinen Keimlingen weniger gebildet 
und ist in den alteren Stadien nur 
mehr in Spuren zu finden. Die in 
diesem Versuch gefundenen Harn- 
stoffmengen lassen sich aus dem 
Argininschwund erklaren. 


Den héchsten Prozentsatz an 
freiem Arginin stellten wir auch 
bei den griinen Keimlingen in den 
Kotyledoner fest (3. Tag 1,03°,). 


blatter vom Anteil des Pflanzchens. 

Die schraffierten Flachen stellen die 

entsprechenden Werte an freiem Ar- 
ginin dar. 











Z Z iz 
3 6 72. 3 23. Jf 
Abb. 14. Cucumis sativus, griin. 
GesamteiweiBb-N (Flaiche zwischen x 
und A) und Eiweifarginin-N (Flache 
zwischen z und B). 
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Versuch 8. 
Pinus pinea, etioliert. 

Ein Same ohne Schale wog 206,0 mg, nach der Entfettung mit Ather 
(erschépfende Extraktion im Sozhlet) nur noch 109,0 mg. 

AuBer den Samen wurden die Keimlinge am 3., 14., 20. und 30. Tage 
untersucht. Getrennt wurde am 3. und 14. Tage in Pflanzchen und Reserve- 
stofforgane. Spiater sind letztere nicht mehr vorhanden. (Analysenwerte 
s. Tabelle VIIT). 

Pinus pinea, die wir als Vertreter des Coniferentypus untersuchten, 
ergibt ein ganz anderes Bild wie die Leguminosen- oder Cucumiskeimlinge. 

















‘ Q A Abb. 15. Pinus pinea, etioliert. 
o5k — Freies und Eiweifiarginin in Kotyledo 
3 und Pflainzchen. Kurve A: Gesamt- 
O50V arginin fiir das Individuum. Das Kurven- 
26 stiick B (von der z-Achse bis zum 
a5 Punkt 0) trennt die Anteile fiir Pflinzchen 
IE (zwischen z und B-A) und Kotyledo 
O54 (zwischen B und A). Die entsprechenden 
0 * Anteile an Eiweiparginin sind schraffiert. 
3. % 20. 50. ‘ 


Die Menge des Gesamtarginins ist sehr konstant bei 4 mg Arginin-N 
pro Individuum. Das freie Arginin nimmt schon in den ersten Tagen der 
sich sehr langsam entwickelnden Keimlinge in hohem Ma8e zu. Wir finden 
am 14. Tage 96,5°, des Arginins in freier Form vor. 

Abb. 15 zeigt das freie und EiweiBarginin in Pflanzchen und Kotyledo 
von Pinus. Die Hydrolyse findet Jedenfalls im Reservestofforgan statt; 
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Abb. 16. Pinus pinea, etioliert. Abb. 17. Pinus pinea, etioliert. 
Gesamteiweif-N und Eiweifarginin-N Gesamt-Amino-N (Kurve A) und 
im Individuum. Kurve A: Gesamt- Gesamt-Amino-N des freien Ar- 
eiweiB-N. Kurve B: Eiweibarginin-N. ginins. (Kurve B.) 


den wachsenden Pflainzchen wird freies Arginin zugefiihrt, das nicht ver- 
braucht wird, sondern zum iiberwiegenden Teil in freier Form liegen bleibt. 

Die Harnstoffmengen sind zwar bestimmbar, aber verhaltnismaBbig 
gering. Es brauchten lediglich Argininmengen, die noch innerhalb der 
Fehlergrenze der Bestimmungen liegen, umgesetzt zu werden, um bei 
Pinus die Erklirung des Harnstoffs aus dem Arginin zu erméglichen. 

Ein Vergleich des ArginineiweiB-N mit dem EiweiB-N und des 
a-Amino-N vom freien Arginin mit dem gesamten «-Amino-N (Abb. 16 
und 17) zeigt ein ganz anderes Verhaltnis als bei den bisher untersuchten 
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Keimlingen. Fast der gesamte «-Aminostickstoff, der in den ersten Wochen 
auftritt, ist «-Amino-N des Arginins; dementsprechend ist die Eiwei- 
hydrolyse in dieser Zeit eine spezielle Hydrolyse eines ArginineiweiBkérpers, 
bei der andere Aminosaéuren kaum auftreten. Es macht den Eindruck, als 
ob der gesamte Stickstoffwechsel der Pinuskeimlinge nur Argininstoff- 
wechsel wire. Den héchsten Prozentwert fiir freies Arginin stellten wir 
bei 30tagigen Pflinzchen mit 10,3°, fest (im Samen 0,65°,); héchster 
Befund fiir Gesamtarginin 11,56°,, im Samen (entfettet). 


Versuch 9. 
Pinus pinea, griin. 

Es wurde dasselbe Samenmaterial wie fiir Versuch 8 verwendet. 
Analysen s. Tabelle LX; graphische Darstellung fiir die Argininwerte Abb. 18, 

Die griinen Keimlinge verhalten sich in den ersten 3 Wochen so wie die 
etiolierten: bei gleichbleibendem Gesamtarginin sehr rasche Hydrolyse 
des gebundenen Anteils. Spéter sinkt der Gehalt an Gesamtarginin, das 
immer noch zum gréBten Teil in freier Form vorliegt, stark ab, was sich 
besonders ausdriickt, wenn man die Prozentwerte fiir Samen (11,56) 
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Abb. 18. Pinus pinea, griin. 
Freies und Eiweifarginin in Kotyledo und Pflinzchen. Kurve A: Gesamtarginin im Indi- 
viduum. Kurve B: {von der z-Achse bis zum Punkt 0) trennt die Anteile von Pflanzchen 
zwischen z und B-A) und Kotyledo. Die schraffierten Felder bezeichnen die entsprechenden 
Mengen von Eiweiparginin. 


und fiir das 60 Tage alte Pflanzchen (2,69°,,) vergleicht. Im 60 Tage 
alten Pflinzchen betrégt der Eiwei®argininstickstoff 1,7°., des gesamten 
EiweiBstickstoffs, im ruhenden Samen iiber 42°). 

In einer 2 Jahre alten Pinuspflanze ist kaum so viel Arginin enthalten 
als urspriinglich im Samen. Das Arginin wird erst wieder bei der Samen- 
reife gebildet. 

Abb. 19 zeigt, daB auch bei der Keimung von Pinus im Licht die EiweiB- 
hydrolyse der ersten Tage fast nur Freisetzung von Arginin ist, wahrend 
spater bei der Bildung von EiweiB in den vegetativen Organen fast aus- 
schlieBlich argininfreie EiweiBkorper gebildet werden. 

Unter den Aminosiéuren spielt das freie Arginin auch noch nach 
2 Monaten eine quantitativ betrachtliche Rolle. Auch bei diesem Versuch 
im Licht war wahrend der ganzen Versuchsdauer das Verhaltnis von freiem 
zum EiweiBarginin zugunsten des freien Arginins verschoben. 

Diese Ergebnisse an Pinus pinea bestatigen im wesentlichen die An- 
gaben von Mothes fiir Pinus pinea, nigra und Thunbergii und Picea excelsa, 
wiewohl die dort benutzten Methoden noch recht unvollkommen waren. 

Dies wird durch folgende Angaben geniigend gekennzeichnet. Mothes 
erfaBte im besten Falle etwa 70°,, vom gesamten Eiwei8 zur Arginin- 
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bestimmung, hatte noch keine Methode zur vollstandigen Aufspaltung von 
EiweiB und zur restlosen Erfassung des Arginins. Er bestimmt deshalb meist 
nur das freie Arginin, und zwar als Phosphorwolframséurefraktion, und 
rechnet von dieser auf Arginin unter der Annahme, da® dieses einen ziemlich 
konstanten Prozentsatz (55 bis 70°.) des gesamten Basenstickstoffs aus- 
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Abb. 19. Pinus pinea, griin. 
GesamteiweiB-N und Arginineiweif-N im Individuum. 
Kurve A: Gesamteiweif-N. Kurve B: Arginineiweif-N 


macht. Es erscheint uns freilich fiir jede Fragestellung gewagt, den Arginin- 
stickstoff trotz mehrerer Kontrollen mit etwa 70°, des Basen-N anzunehmen. 
Wir méchten, schon auf Grund der aus Tabelle VILI und LX zu entnehmenden 
Zahlen, auf einen geringeren Anteil der anderen Hexonbasen an der Phosphor- 
wolframsaurefraktion schlieBen und halten eine Anderung des Verhaltnisses 
der verschiedenen Diaminosiuren, die wohl die Hauptmenge der Basen- 
fraktion ausmachen, durchaus mdéglich. Es ist auch klar, daB dieser Weg 
nur bei den sehr argininreichen Coniferen gangbar war und um so bemerkens- 
werter, daB Mothes trotzdem so eindeutige Resultate erzielte. 


IV. Diskussion der Ergebnisse. 


Uberblicken wir nun nach der kurzen Beschreibung der Einzel- 
versuche zusammenfassend die sich aus den Analysenzahlen ergebenden 
Vorhaltnisse, so kénnen wir folgendes feststellen: 

Bei den Leguminosenkeimlingen findet man in etioliertem Zustand 
ein stdndiges Ansteigen von freiem Arginin. Das Arginin entsteht 
durch Proteolyse. Trotz dieses Ansteigens des freien Arginins kénnen 
wir den Verbrauch von Arginin am Sinken des Gesamtarginins fest- 
stellen. Beziiglich der sekundiéren Entstehung des Arginins kénnen 
wir also die klassischen Untersuchungen von E. Schulze und seinen 
Mitarbeitern bestatigen. Vor allem konnten Schulze und W interstein 
zeigen, daB das in Keimlingen entstehende Arginin sich mengenmabig 
aus der Proteolyse erkliren laBt. Auch Autodigestionsversuche be- 
stitigen diese Annahme. Beziiglich des Verhaltens des freien Arginins 
kommen wir allerdings in einen Gegensatz zu Schulzes Angaben, der 
nur fiir Lupinus luteus ein standiges Ansteigen der Mengen von freiem 
Arginin feststellen konnte, waihrend er bei den anderen untersuchten 
Leguminosenkeimlingen (Lupinus albus und angustifolius, Vicia faba, 





G 
di 








on 


nd 
ich 


ler 





FON 


Argininstoffwechsel und Harnstoffgenese bei héheren Pflanzen. 47 


Pisum sativum, Phaseolus vulgaris) nur in den ersten Tagen der Keimung 
erhéhte Argininmengen fand, die spaiter wieder verbraucht werden 
sollten. Trotzdem einige unserer Versuchsreihen etwas kiirzer dauerten 
als die von Schulze, kénnen wir doch sagen — zumal wir die Keimlinge 
stets bis zur Erschépfung kultivierten —, daB die Mengen des freien 
Arginins einheitlich steigen und das Verhiltnis von EiweiBarginin zu 
freiem Arginin sich gegen Versuchsende stark zugunsten des freien 
Arginins verschiebt, ganz entsprechend der allgemeinen Proteolyse 
in erschépften etiolierten Pflanzen. 


Trotz dieser Vermehrung des freien Arginins ]aBt sich aus unseren 
Zahlen, gemessen am Gesamtarginin, ein mehr oder weniger starker 
absoluter Argininschwund feststellen (in manchen Fallen bis zu 50°,,!); 
das freie Arginin wird weiterverbraucht! 


In den meisten Fallen (Canavalia, Lupinus, Pisum, wahrscheinlich 
Pinus) sind die jeweils vorhandenen Harnstoff- (Ureid-) Mengen nur 
ein Teil des Arginin-N-Defizits, so daB hier der gefundene Harnstoff 
aus der Argininspaltung erklirt werden kann. Nur ein Teil des so 
entstehenden Harnstoffs wurde in Ureidform dem Angriff der Urease 
entzogen, der gréBere Teil weiter ab- oder umgebaut. Bei Phaseolus 
und etiolierten Cucumiskeimlingen jedoch ist die entstandene Harn- 
stoffmenge gréBer, als daB sie durch das Arginin-N-Defizit erklart 
werden kénnte. Um so mehr, als, wie bereits betont, nur ein Teil 
des gesamten aus dem Arginin entstandenen Harnstoffs als Ureid 
greifbar ist. Man muB8 in diesen Fillen mindestens — wenn man 
nicht iiberhaupt eine grundsatzlich andere Entstehungsweise des Harn- 
stoffs annehmen will — an einen zweiten Modus der Harnstoffgenese 
neben Entstehung aus der Argininspaltung denken (s. auch spditer 
S. 49). Eine endgiiltige Beantwortung der Frage nach der Harnstoff- 
genese lassen die hier mitgeteilten Bilanzversuche noch nicht zu. Wir 
werden zu dieser Frage bald weitere physiologische Versuchée veréffent- 
lichen kénnen. Beim Argininabbau zu Harnstoff miissen allerdings 
auch die entsprechenden Mengen Ornithin auftreten. Alle Bemiihungen, 
bei geringem Pflanzenmaterial die dem Harnstoff entsprechenden 
Ornithinmengen zu finden, miissen allerdings von vornherein, ganz ab- 
gesehen vom schnellen wahrscheinlichen Weiterverbrauch des Ornithins, 
erfolglos bleiben, da die bisherigen Methoden zu Ornithinbestimmungen 
ganz unzureichend sind. Schon die notwendige Fallung mit Phosphor- 
wolframsaure geht in Extrakten auch unter den von Aiesel angegebenen 
Optimalbedingungen nur sehr unregelmaBig. 


Wir werden bald in der Lage sein, Methoden zur Ornithin- und 
Guanidinbestimmung mitzuteilen, die in ahnlichen Dimensionen wie 
die Harnstoff- und Argininmethode arbeitet. Gerade die Frage nach 
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diesen Kérpern in der Pflanze muB noch eingehender Uberpriifung und 
Bearbeitung unterzogen werden. 


Ganz anders verhalt sich das Arginin im Stoffwechsel von Pinus 
pinea und wohl aller Coniferen, deren Sonderstellung in dieser Hinsicht 
schon lange bekannt ist. 


Der hohe Arginingehalt des SameneiweiB von Coniferen war den 
Pflanzenchemikern bald aufgefallen, ebenso der Argininreichtum der 
Keimlinge. Von physiologischer Seite wurde zunachst (Suzuki) fiir das 
Arginin der Coniferenkeimlinge eine Amidfunktion [Ammoniakent- 
giftung wie durch Asparagin- oder Glutamin- oder Harnstoffbildung 
(bei Pilzen)] angenommen, was durch K. Mothes widerlegt werden konnte. 
Uns kam es in erster Linie auf die Feststellung ph ysiologisch-chemischer 
Zusammenhinae an, die mit den bisher angewandten Methoden noch nicht 
aufgezeigt werden konnten. Aus unseren Versuchen ergibt sich, daB bei 
etiolierten Pinuskeimlingen im Gegensatz zu den anderen Typen kein 
merklicher Argininverbrauch stattfindet, dagegen wird innerhalb 
kiirzester Zeit, was bei Coniferenkeimlingen mit bekannt langsamem 
Stoffwechsel besonders hervorgehoben werden mége, fast das gesamte 
Arginin, das im Samen zu 94,4°, gebunden vorliegt, freigesetzt. In 
manchen Analysen, die gerade bei Pinus oft wiederholt wurden, haben 
wir praktisch tiberhaupt kein EiweiBarginin im Keimling mehr ge- 
funden. Das Arginin liegt nicht nur im Reservestofforgan frei vor, 
sondern auch im wachsenden Pflinzchen. Bei den anderen Keimlingen 
wird das offenbar als Diaminosiure aus den Reservestofforganen zu- 
strémende Arginin zum Grofteil zur Eiweibsynthese benutzt. Bei 
Pinus ist dies ganz offenbar nicht der Fall. Es sei nochmals hervor- 
gehoben, daB sich die Proteolyse der Pinuskeimlinge in den ersten 
Tagen fast ausschlieBlich in der hydrolytischen Abspaltung von Arginin 
manifestiert, wobei andere Aminosiuren quantitativ kaum eine Rolle 
spielen. Wir haben hier einen den bei Canavalia gefundenen Verhalt- 
nissen entgegengesetzten Fall. Uber die sicherlich besondere Rolle 
des Arginins bei der Coniferenkeimung kénnen wir vorlaufig nichts 
aussagen. DaB es sich nicht um eine Amidfunktion handelt, geht auch 
aus unseren Versuchen hervor. 


Bei griinen Keimlingen nimmt das Gesamtarginin spater ab. 
Auch hier liegt, durch zwei Monate verfolgt, der Hauptanteil frei vor. 
Zur bald intensiv einsetzenden EiweiBsynthese wird neues Arginin 
in merklicher Weise nicht gebildet. In den vegetativen Organen von 
Coniferen ist der Anteil des Arginins im EiweiB und in spiteren Stadien 
das Verhiltnis des freien zum EiweiBarginin nicht anders als bei anderen 
Pflanzen. Argininsynthese in gréBtem MaBstab findet erst wieder bei 
der Samenreife statt. 
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Die Harnstoffgenese ist durch Argininabbau allein nicht in allen 
Fallen erklarbar. Es sei noch einmal in diesem Zusammenhang auf die 
von Kitagawa und Tomita in Canavalia ensiformis entdeckte Base 
hingewiesen (s. 8. 15). Dieser argininahnliche Kérper spaltet unter dem 
Einflu8B von Schweineleberextrakten, die Arginin spalten, also wahr- 
scheinlich durch Arginasewirkung, Harnstoff ab. Es ist nicht anzu- 
nehmen, daf dieser Kérper auf Canavalia, wo er zufallig entdeckt wurde, 
allein beschrinkt ist. Méglicherweise ist er auch bei Phaseolus eine 
Harnstoffquelle, ein Substrat fiir arginatischen Abbau. 

Beziiglich Cucumis méchten wir auf das Citrullin, 6-Carbaminyl- 
Ornithin, hinweisen, das Wada (19) in Citrullus vulgaris-Saft entdeckt 
hat und das auch sonst bei Cucurbitaceen vorkommt, auch im Eiwei8 
gebunden!. Das Citrullin enthalt ein vollstiéndiges Harnstoffmolekiil. 
Auch dieser Kérper wird wohl fermentativen Abbau erfahren. Bei 
Behandlung von Citrullin mit Arginase (aus Ochsen- und Schweine- 
leber) und mit KiirbispreBsaft finden wir keinen Harnstoff. 

Auf Grund unserer Versuche und dieser Erwagungen méchten 
wir also annehmen, daf der Harnstoff der héheren Pflanze durch fermen- 
tativen Abbau von Arginin und arginindhnlichen Kérpern entsteht. 
Dafiir, daB Arginin durch héhere Pflanzen abgebaut werden kann, 
liegen von uns bereits altere Angaben vor, die wir auf Grund ausfiihr- 
licher Untersuchungen belegen werden. 

Uber das Schicksal des Arginins bei der Keimung der untersuchten 
Pflanzentypen \aBt sich zusammenfassend nochmals folgendes sagen: 

Bei Canavalia ist die Menge Arginin im SameneiweiB recht be- 
scheiden gegeniiber den anderen das EiweiB aufbauenden Aminosauren, 
etwa 8,56°, des gesamten EiweiB-N. Es wird bei der Keimung der 
Menge und Zeit nach wie die anderen Aminosiuren verbraucht. Am 
16. Tage macht der Amino-N des freien Arginins nur 2,63 °,, des gesamten 
Amino-N aus. Im Gegensatz hierzu macht, wie schon betont, bei 
Pinus pinea das Arginin 42,35°,, vom Gesamteiwei} des Samens aus; 
vom gesamten Eiwei® wird bei der Keimung quantitativ iiberwiegend 
das ArginineiweiB gespalten, so daB in erster Linie die Aminoséure 
Arginin frei vorliegt, etwa 90°,, wahrend die iibrigen Aminosduren 
in verhailtnismaBig geringer Menge vorhanden sind. Sie machen am 
14. Tage der etiolierten Keimung nur 9°,, des gesamten Aminostickstoffs 
aus. Verbraucht wird aber vom freigemachten Arginin fast nichts. 

Die iibrigen untersuchten Keimlingstypen nehmen Mittelstellungen 
zwischen den beiden Extremtypen ein. Die Leguminosen nahern sich 
mehr dem argininarmen Canavaliatypus, Cucumis bereits dem Coniferen- 
typus. 


1 Hieriiber wird an anderer Stelle berichtet. 
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Zur Kenntnis der Urease. 


II. Mitteilung: 
Uber die Wirkung einiger neutraler Chloride auf die Urease. 


Von 


A. Ruchelmann. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des medizinischen Staatsinstituts 
in Odessa.) 


(Eingegangen am 2. April 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Viele Experimente sind tiber die Wirkung verschiedener Aktivatoren 
und Paralysatoren auf die Urease angestellt. 

Hauptsachlich finden wir Versuche tiber die Wirkung verschiedener 
Substanzen auf die Urease in den Arbeiten von Jacoby mit Sugga, Shimizu, 
Jacoby und Rosenfeld u. a. Was die Einwirkung der Chlorwasserstoffsaéure 
und ihrer neutralen Salze auf die Urease anbetrifft, so kénnen wir uns auf 
die Bemerkungen Smorodinzews berufen, daB viele neutrale Salze auBer 
Ammoniumchlorid die Urease schadigen; iibrigens finden wir bei Smoro- 
dinzew weder Angaben hinsichtlich der Konzentration dieser Salze, noch 
Aufzahlung dieser Salze; auch sind die Bedingungen ihrer Finwirkung auf 
die Urease nicht angefiihrt. Auf Grund von Versuchen verschiedener 
Autoren weist Oppenheimer darauf hin, daB die Angaben iiber die Wirkung 
der Salze auf Urease einander widersprechen; man kann dennoch fest- 
stellen, daB die Wirkung der Kationen bedeutender ist als die Wirkung der 
Anionen, und zwar proportional ihrer Konzentration. v. Euler faBt die 
Arbeiten von van Slyke, Bayliss, Onodera, Groll zasammen und weist darauf 
hin, daB Natriumchlorid, Calciumchlorid, Bariumchlorid in 2n Lésungen 
die Urease bedeutend inaktivieren, in n/10 Lésungen ist die Inaktivierung 
unbedeutend; iibrigens finden wir bei Euler keine Angaben iiber die Wechsel- 
beziehungen zwischen der Menge des Ferments und der Menge des ein- 
gefiihrten Inaktivators, tiber die Bedingungen, Versuchsanstellung und 
iiber den Mechanismus der Wirkung des Inaktivators. v. Euler unterstreicht 
ebenfalls die vorherrschende Bedeutung der Kationen gegeniiber den 
Anionen und gibt die Reihe: NH{, K*, Na*. Nach Groll inaktiviert 5° ,ige 
Kaliumchloridlésung (zitiert nach v. Euler) die Urease weitgehend (hier fehlt 
wiederum Angabe der Menge des in die Reaktion eingefiihrten Inaktivators). 
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Bei ihren Untersuchungen iiber die Wirkung des Cholesterins auf Urease 
lésten Jacoby und Shimizu letzteres in 1° ,iger Natriumchloridlésung auf ; 
sie beobachteten eine gewisse Hemmung der Zersetzung des Harnstoffs 
durch Urease bei Gegenwart des Natriumchliorids. Lehr teilt mit, daB 
0,lcem Bariumchlorid (konzentrierte Lésung, Kahlbawm) die Wirkung 
der Urease aus Proteus vulgaris aktiviert, und zwar bei Phosphatpufferung. 
Grofe Mengen setzen die Wirkung der Urease herab, kleinere bleiben ohne 
Wirkung. Hinsichtlich der Urease aus Canavalia ensiformis weist Lehr 
ebenfalls auf die hemmende Wirkung von Bariumchlorid hin, wenn die 
Mengen 0,1 cem ubersteigen. Lehr beobachtete keine Aktivierung, weder 
fiir Pflanzenurease, noch fiir Ureasepulver aus Proteus vulgaris; daraus 
schlieBt er, daB Bariumchlorid nicht das Ferment selbst, sondern die 
fermentbildenden Funktionen der Zellen aktiviert. Hosokawa macht 
darauf aufmerksam, da8 Calciumchlorid und Strontiumchlorid im Puffer- 
milieu die Urease aktivieren, und zwar entsprechend der Konzentrations- 
erhohung dieser Salze. Bariumchlorid ist weniger aktiv, ebenso wie Kalium- 
chlorid und Natriumchlorid. In die Reaktion eingefiihrtes Magnesium- 
und Natriumchlorid bei Vorhandensein von Strontiumchlorid als Aktivator 
hemmen deren Wirkung. Kochmann weist darauf hin, daB Calciumchlorid 
die Urease im Verhaltnis zur Konzentration und ausschlieBlich bei Vor- 
handensein von Phosphatpuffer aktiviert. 


Bei allen erwaihnten Untersuchungen wurde die Frage nach der 
Dynamik des Prozesses bei Vorhandensein des Aktivators bzw. Para- 
lysators nicht geklirt; die Ingredienten wurden vermischt, und nach 
20 bis 45 Stunden Stehen im Thermostaten wurde die Menge des 
Ammoniaks als Produkt der Substratzersetzung (Harnstoff) bestimmt. 
Es gibt ebenfalls keinen Hinweis auf den eventuellen Wirkungs- 
mechanismus der Inaktivatoren (auBer den Versuchen von Lehr mit 
der Urease aus Proteus vulgaris). 

Auf diese Weise bleibt die Frage nach der Wirkung neutraler 
Chloride auf die Urease (Mechanismus und Dynamik des Prozesses) 
offen. Wir stellten uns die Aufgabe, die Wirkung einiger Chloride auf 
die Urease zu studieren (und zwar von Kalium, Natrium, Lithium 
und Rubidium) und die Dynamik und den Mechanismus des Prozesses 
der Harnstoffzersetzung durch Urease bei Vorhandensein einer ,,dritten 
Substanz“ und bei veranderlichem py aufzuklaren. 

Die Versuche wurden nach folgendem Schema ausgefiihrt: 
Substrat (1°%ige Harnstotflésung, 10 cem) = a. 
Phosphatpuffer, px = 7,1 (0 bis 50 cem)?. 

n/10 Lésung eines der erwahnten Salze in verschiedenen Mengen. 
Urease nach Folin (10 ccm). 
. Wasser, das bis 100 cem fehlende Volumen. 


. Thermostat bei 37° C. 


2. 
3. 
4. 
5 
6 


1 Fir Lithiumchlorid und seine Kontrolle px = 7,4. 
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Urease. II. 53 


Die Menge des Stickstoffs aus 10ccem des Gemisches wird in 
verschiedenen Zeitabschnitten kolorimetrisch (Dubosq) bestimmt und 
auf die Mengen des in denselben Zeitabschnitten (t) zersetzten Harn- 
stoffs (2) umgerechnet; nach den Formeln: 





7 l 7 

K oe hs) (1) 
, x 
K, = 7 (2) 


, K .& Substrat 
Uf= (3) 


g Ferment 


wurden die GréBen K, K, und U/ berechnet?. 


Zum Vergleich der Wirkung verschiedener Verbindungen und 
verschiedener Konzentrationen auf die Urease weisen wir auf folgenden 
Zusammenhang hin. Wenn wir von der Bedeutung von K, K, und Uf 
bei Abwesenheit von Paralysatoren bzw. Aktivatoren ausgelien, so 
werden wir bei Finfiihrung von Salzen Abweichungen von diesen 
Ziffern beobachten, entweder zur Aktivitét (+) oder Hemmung (—). 
Michaelis, Rona und Ammon schlagen folgende Formel zu dieser Be- 

K 


rechnung vor: H = °° 1. 100, wobei H Aktivierung oder Hemmung 


Kk, 

des Prozesses bedeutet, in Prozenten ausgedriickt (in unseren Ver- 
suchen mit den Zeichen + oder —-), Ky bedeutet Reaktionsgeschwindig- 
keit ohne Salzeinfiihrung, und K, Reaktionsgeschwindigkeit nach Salz- 
einfiihrung. Wir gebrauchten diese Formel zur Charakteristik von K, 
{aus der Formel (2) H und Uf = (H,)], also: 


K?. 108 — K, . 10° 


ee (4*) 
Uf, .10° — Uf, .10° -_ 
_- Uf, .108 — (5") 


Die Menge des eingefiihrten Salzes wurde auf Milligramm von Anion 
und Kation berechnet. Als Versuchsbeispiel (Protokoll) siehe Tabelle 1. 


! Siehe erste Mitteilung, diese Zeitschr. 247, 89, 1932. 
* Die GréBen K, K, und Uf sind entsprechend vergr6Bert: K . 10‘, 
K, . 108, Uf. 10° (siehe erste Mitteilung). 


Protokoll 24. 
61,9 mg. 
10 mg. 


5cem = 


) 


A. Ruchelmann: 


Tabelle I. 








Pu am Ende des Versuchs 


3. Phosphatpuffer: 50 cem, pu = 7.1. 
117 mg, Na = 46mg, Cl = 71 mg. 5. Wasser: 10 cem. 
Nr. Min. N X Kk - 104 Kk, 108 
1 30 0,158 0,339 4,98 11,0 
2 60 0,260 0,558 4,15 9,0 
3 90 0,534 1,146 5,85 13,0 
4 120 0,546 1,171 4.45 9,7 
5 158 0,666 1,430 4,24 9,0 
6 180 0,740 . 1,580 4,13 9.0 
Resultat Kontrolle 

K-10*. 4,93 

K, 108 . 10,10 

Uf- 10° 39,00 

Saray — 14,29 

Mas. — 12,87 





1. Priparat: Urease nach Folin, 10 cem Trockensubstanz in 
2. Substrat: 1° ,ige Harnstofflésung, 10 cem = 100 mg; 
4. NaCl n/10, 20 cem 


Alle Versuche sind in Tabellen wiedergegeben und auf Abbildungen 


Aus Tabellen und Abbildungen ersehen wir: 


Wirkung des NaCl auf die Urease. 


I. Natriumehlorid. 


Tabelle Il. 


Samtliche Versuche sind mit n/10 Lésungen ausgefiihrt. 


die Ergebnisse zeichnerisch dargestellt, wobei die Salzmenge, welche 
ihrer minimalen Konzentration entspricht, als Einheit angenommen 
wurde. 
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2.51 
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3,89 
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kK, 108 


11,68 


9,20 
9,40 
6,73 


10,53 


6,58 
5.90 
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8,90 
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44,0 
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‘abelle Ill. 


7 
Vergleich der Wirkung des NaCl (2) bei verschiedener Puffermenge. 





Puffer- 


Nr. menge Kk - 104 K, 10° uf-10 H Hy 
i 50 4,34 9.40 35,0 — 17.68 20.45 
2 20 2,92 6.55 24.0 — 38.40 38.87 
3 10 3.60 8,22 29.0 14,16 + 16,00 
1. Phosphatpuffer, pa = 7,1, 50 ccm. a) Reaktionshemmung 


entsprechend der wachsenden Salzkonzentration. b) Die Wirkung 
beeinfluBt die Aktivitaét mehr als die Reaktionsgeschwindigkeit. 

2. Phosphatpuffer, px = 7,1, 20cem. a) Dieselbe Wirkung, nur 
bedeutend stirker ausgedriickt. 

3. Phosphatpuffer, px = 7,1, 10ccm. a) Wachsende Salzmengen 
bewirken beschleunigte Reaktionsgeschwindigkeit und Aktivierung der 
Urease. b) Im weiteren erscheint allmahliche Hemmung mit Wirkung 
zunachst auf die Reaktionsgeschwindigkeit und alsdann auf die Aktivitat 
der Urease. 

Folgerung: Inaktivierung bei 50 ccm Pufferlésung; scharfe In- 
aktivierung bei mittleren (20ccm) Puffermengen; Aktivierung bei 
geringen (10 cem) Puffermengen. 
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56 A. Ruchelmann: 


Hf. Kaliumehlorid. 
Tabelle 1V. 
Wirkung des KC! auf die Urease. 





ms . ‘ ? ' Puffer- Kation Anion 
Ne K-10* | £110? | Us - 10 al Hy menge mg mg 
1 2,05 4,66 17,0 0 0 0 0 0 
2 2,94 6,49 25,0 + 39,27 + 47,60 0 39,101) 35,5 
3 2,77 6,33 240 + 33,69 + 41,17 0 78,2(2) 71,0 
4 2,17 4,82 | 190 | + 343) + 11,76 0 117,303) 106.5 
5 2,01 4,54 | 17,0 — 2,57 0 0 156,4(4) | 142.0 
6 1,89 4,21 160 | — 9,65; — 5,89 0 195,55) 9177.5 
7 4,61 991 40,0 + 112,66 + 135,29 0 234,616)  213,0 
8 3,83 8,60 33,0 + 8455 + 94,11 0 273,717) 248.5 
9 3,75 7,96 32,0 + 70,81 + 82,33 0 312,818) 284.0 
10 489 10,58 40,0 0 0 20 0 0 
11 2,88 6,47 25.00 — 33,84 | — 37,50 | 20 39,10) 35,5 
12 2,75 6,10 | 23,0 | — 43,28 | —- 42,50 20 78,2(2) 71,0 
13 3,45 7,66 | 30,0 | — 27,64 — 26,25 20 117,333) 106.5 
14 3,61 8,21 | 31,0 | — 22,34 — 2250 20 156,414) 142.0 
15 3,71 8,02 | 32,0 | — 2419 | — 21,25 20 195,515) | 177,5 
16 5,25 | 11,08 | 450 | + 4,27 + 12,50 20 234,616) = 213.0 


1. Phosphatpuffer, py = 7,1, 20cem. a) Geringe Salzkonzentra- 
tionen hemmen die Reaktion, gréBere aktivieren. b) Einfiihrung von 
Salz beeinfluBt mehr die Reaktionsgeschwindigkeit als die Aktivitat 
der Urease. 


2. Ohne Puffer. a) Aktivierung und Beschleunigung mit zwei 
Steigungen der Kurve. b) Wirkung auf die Aktivitaét der Urease, be- 
deutender als auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 


Ill. Rubidiumchlorid. 
Tabelle V. 





Wirkung des RbCl auf die Urease. Puffer = 20 ccm; px = 7,1. 
Nr. K+ 104 K, 103 Ur +105 H Hy Kation Anion 
mg mg 

1 4,89 10,58 40 0 0 0 0 

2 2.64 6,00 23 — 43,19 — 42.5 42.75) = 17,7501) 
3 2,89 6,53 25 — 38,94 — 37,5 85,5 (2) 35,5 (2) 
4 2,96 6,65 25 — 37,14 — 37,5 128,253)  53,25(3) 
5 3,03 6,85 26 — 35,25 — 35.0 171,0 4) 71,0 (4) 
6 3,31 7,04 28 — 33,45 — 80,0 213,755) 88,7515) 


Phosphatpuffer, px = 7,1, 20ccem. a) Inaktivierung fallt mit der 
Steigerung der Salzkonzentration. b) Bei geringen Konzentrationen 
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gleiche Einwirkung auf Aktivitét und Reaktionsgeschwindigkeit. 
Wachsende Konzentrationen hemmen die Reaktion: die Aktivitat wird 
weniger beeinfluBt. 
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IV. Lithiumehlorid. 
Tabelle VI. 


Wirkung des LiCl auf die Urease. Puffer = 20cem; py = 7.4. 





Nr. K - 104 K,103)) Us 108 H Hy Kation Anion 
mg mg 

l 1,54 3,50 13.0 0 0 0 0 

2 1,50 3,40 12,0 - 290 — 7,69 3,501) 17,75 
3 1,34 2,95 11,0 — 15,71 — 15,38 7.2) 35,59 
4 1,23 2.92 10,0 — 16,57 — 23,07 14,0(4) 71,90 
5 1,17 2,57 10,0 — 26.57 — 23,07 21.016) 196.59 
6 0,70 1,62 6,0 — 53.71 — 53,84 28,0i8) 142.00 
7 0.63 1,51 5,5 — 57,14 — 57,69 35,0(10) 177.59 


Phosphatpuffer, py = 7,4, 20ccm. a) Versuch und Kontrolle bei 
pu = 7,4 verlaufen mit bedeutender Hemmung. b) Steigerung der 
Salzkonzentration beeinfluBt sowohl Aktivitat wie Reaktions- 
gesch windigkeit. 

Als Ergebnisse der Versuche laBt sich aus den beigefiigten Tabellen 
und Abbildungen ersehen, daB die Chloride von Natrium, Kalium, 
Lithium und Rubidium die Dynamik der Ureasewirkung beeinflussen, 
wobei dieser EinfluB verschieden ist, sowoh! fiir verschiedene Salze 


(Kationen!), wie fiir verschiedene Konzentrationen ein und desselben 
Salzes und auch von der Menge und dem py des Puffers abbangt. 
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Die Reaktion der Harnstoftzersetzung verliuft, wie bekannt, in 
zwei Phasen: 1. CO(NH,). > NH,COOHNH, und 2. NH,COOHNH, 
—» CO, + NH, wobei die Urease bei der Harnstoffzersetzung auf die 
erste Phase dieses Prozesses einwirkt. Bei der Wirkung des Ferments 
ist eine unstabile Verbindung anzunehmen (Ferment-Substrat), welche 
leicht zersetzt wird. Die Wirkung des Aktivators oder Paralysators 
auf die Dynamik der Harnstoffzersetzung durch Urease kann vom 
thecretischen Standpunkt aus betrachtet werden: 1. als Bindung des 
Ferments oder 2. als Bindung des Substrats. Ubrigens ist dieser Stand- 
punkt nur fiir die erste Phase der Reaktion anwendbar, d.h. fiir die- 
jenige, in der das Ferment wirkt. Was die zweite hydrolytische Phase 
anbetrifft, miissen wir die Einfihrung von Salz als die Hydrolyse 
begiinstigenden oder hemmenden Faktor betrachten. AuBerdem be- 
teiligt sich der Phosphatpuffer an der Reaktion, ein Salz, dessen Wirkung 
in Betracht gezogen werden muB in Verbindung mit der Wirkung der 
iibrigen Ingredienten. Alle diese Wechselwirkungen iiben ihren EinfluB 
auf die Reaktionskonstanten aus. Die Reaktionsgeschwindigkeit K 
[Forme] (1)] hangt von der Anfangskonzentration des Harnstoffs ab (a) 
und von der Menge zersetzten Harnstoffs (2) zur Zeit (t). Wenn das 
Substrat sich mit Salz verbindet und das Ferment frei bleibt, so bleibt 
die Menge des zur Zeit (¢) zersetzten Substrats unverandert, und die 
Reaktionsgeschwindigkeit wachst. Wenn das Ferment sich zum Teil 
mit Salz verbindet, so nimmt (2) ab, d. h. die Reaktionsgeschwindigkeit 
nimmt ab. Dieselben Ergebnisse fiir AK entnehmen wir der Formel (3). 
In bezug auf die Verinderung von U f gibt uns die Analyse der Forme! (3) 
Aufklarung. Bindung des Substrats ruft Erhéhung von Uf, Bindung 
des Ferments Steigerung von U/ hervor. 

Infolge aller dieser Wechselwirkungen der ersten Phase entstelt 
carbaminsaures Ammonium; je nach dem Grade seiner Hydrolyse 
(Ausscheidung von Ammoniak) bestimmen wir die Konstanten des 
Prozesses. Eine jede Hemmung der Hydrolyse, d. h. Ammoniakmenge (x) 
zur Zeit (t), beeinfluBt K, folglich auch Uf. 

Es ergibt sich also folgendes: 


Erste Phase: 1. Bindung des Substrats ergibt Steigerung von K und Sen- 
kung von Uf. 


te 


Bindung des Ferments ergibt Herabsetzung von A und 
Steigerung von Lf. 

Zweite Phase: 3. Veriinderung der Hydrolysegeschwindigkeit beeinfluBt 
K und Uf in gleichem MaBe. 


Nachdem von diesem Standpunkt aus die Ergebnisse der Unter- 
suchungen mit den Chloriden von Natrium, Kalium, Rubidium und 
Lithium analysiert worden sind, kénnen wir folgende Folgerungen 
ziehen: 
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I. Natriumehlorid. 

Bei 50 ccm Puffer setzt die wachsende Salzmenge die Aktivitat 
herab, indem sie das Substrat bindet. Ubrigens ]aBt die Verringerung 
der Reaktionsgeschwindigkeit vermuten, daB die zweite Phase in 
konzentrierten Salzlésungen gehemmt wird. Bei 20 ccm Putter wird 
dessen Schutzwirkung auf die erste Phase geschwacht, was eine scharfere 
Wirkung des Inaktivators hervorruft. AuBerdem wird auch die zweite 
Phase infolge Ansammlung der Hydrolyseprodukte (Ammoniak) 
gehemmt. In schwach konzentrierten Lésungen entwickelt sich bei 
10 cem Puffer die zweite Phase stark, nimlich die Hydrolyse, was auf 
die gleichzeitige Steigerung von AK und Uf einwirkt. Weiterhin wird 
letztere durch die Ansammlung der Hydrolyseprodukte gehemmt und 
die Werte von K und Uf herabgesetzt. 


Il. Kaliumehlorid. 

Bei 20 ccm Pufter entsteht zum Teil eine Bindung des Ferments 
einerseits und eine gewisse Hemmung der Hydrolyse andererseits. 
Bei weiterer Steigerung der Salzkonzentration entsteht die Bindung 
des Substrats, und die Schutzwirkung des Kaliumehlorids hinsichtlich 
der Hydrolyse macht sich geltend. Wenn der Puffer fehlt, Einwirkung 
auf die zweite Phase mit betrachtlicher Verstiérkung der Hydrolyse. 
Ansammlung der Zerfallsprodukte (Ammoniak) hemmt den Pre zeB. 
Ubrigens beschleunigen starke Salzkonzentrationen an Stelle des 
Puffers (Schutzwirkung) die Hydrolyse. Dabei spricht eine gewisse 
Hemmung der Gescliwindigkeit fiir eine partielle Bindung des Ferments. 


* 


III. Rubidiumehlorid. 

Geringe Konzentrationen binden die zweite Phase. Die Steigerung 
der Salzkonzentration fihrt augenscheinlich zur partiellen Bindung 
des Ferments. 

IV. Lithiumchlorid. 

Verainderung des px des Puffers (7,4 statt 7,1) fihrt zur Hemmung 

der Hydrolyse. Einfiihrung von Salz hemmt die Hydrolyse noch mehr. 
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Abhingigkeit des p, von der Temperatur in Pufferlésungen. 


Von 
S. W. Brujewiez und N. P. Karpova. 
(Aus dem Staatlichen-Ozeanographischen Institut Moskau.) 
(Eingegangen am 25. April 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die groBe Genauigkeit, die von manchen Fachdisziplinen bei der 
Ermittlung der aktiven Reaktion gefordert wird, macht es notwendig, 
die gefundenen py- Werte durch Einfiihrung verschiedener Korrekturen - 
je nach den Arbeitsbedingungen, Salz, Temperatur, EiweiB, Alkohol- 
korrekturen usw. — zu vervollstandigen. 


Am universalsten sind die auf die anwesende Elektrolytkonzentration 
und auf die Temperatur angewandten Korrekturen. Wahrend erstere 
verhaltnismaBig oft untersucht wurden, sind letztere fast gar nicht bestimmt. 
Temperaturkorrekturen fiir pq-Bestimmungen wurden von Michaelis (1) (2) 
fiir die Methode ohne Puffer und in letzter Zeit von K. Buch (3) (4) fiir 
die Methode nach Sdérensen angegeben. 

Um die Temperaturkorrekturen bei den pq-Bestimmungen mit Puffer- 
lésungen nach Sdérensen berechnen zu kénnen, mu8 der Temperatur- 
koeffizient der pu-Verainderungen in Pufferlésungen bekannt sein. 

Letzterer wurde von Walbum fiir Glykokoll-NaCl-NaOQH-Puffer, 
Borat-NaOH, Borat-HCl und Citrat-NaOH-Puffer nach Sdrensen (5) (6), 
von Hastings und Sendroy (7) (6, 8.212) fiir Phosphatpuffer und von 
Kolthoff und Tekelenburg (10) fiir die Reihe der einzelnen Puffermischungen 
bestimmt. 

Walbum fiihrte seine Bestimmungen im Intervall von 10 bis 70° durch, 
Hastings bei 20 und 38°, Kolthoff und Tekelenburg von 18 bis 60°. 


Wir untersuchten die Verainderungen der aktiven Reaktion in 
einigen Mischungen von Borséure-Boraxpuffer nach Palitzsch, von 
Phosphaten nach Sérensen und Citratphosphaten nach McIlvaine fiir 
Temperaturen 0, 18 und 25°C. 

Wiahrend der elektrometrischen Messung befand sich die zu unter- 
suchende Pufferlésung in einer Birnenelektrode nach Michaelis; als 
Standardelektrode wurde eine n/10 Kalomelelektrode verwandt. 
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Beide Elektroden wurden in einen Thermostaten von der erforder- 
lichen Temperatur gebracht; bei 0° wurden sie in schmelzendem Schnee 
gehalten. Zur Verbindung diente gesattigte K Cl-Lésung. 


Das Potential der n/10 Kalomelelektrode gegen die normale Wasser- 
stoffelektrode wurde nach Clarks Standardwerten angenommen (6, 8.672): 





. Eoal : : Eeal 
0 ( ( rT 

18 0,3380 Volt 30 0,3371 Volt 
25 0.3376, 40 0.3358 , 


Diese Werte sind von Clark auf Grund der von Sérensen und 
Koefoed (8)* erhaltenen Resultate nach der Gleichung 


Boa, = Boe + 0,00165 T — 0,0000029 72, (1) 


die von Lewis und Randall fiir die Temperaturabhangigkeit des Potentials 
der n/10 Kalomelelektrode abgeleitet worden war, berechnet. 


Die Konstante E,,. wird dadurch festgestellt, daB in Gleichung (1) 
das Potential der n/10 Kalomelelektrode gegen die normale Wasserstoff- 
elektrode nach Sérensen und Koefoed 


0,3380 bei 18° C 
eingesetzt wird. 


Die experimentellen Werte von Sdérensen und Koefoed umfassen 
das Intervall von 18 bis 75°C. 


Die nach Forme! (1) fiir 2, im Bereich von 18 bis 40° berechneten 
Werte stimmen mit den experimentellen Daten von Sdrensen und Koefoed 
in den Grenzen 0,1 mV iiberein. 

Bei héheren Temperaturen sind die Differenzen viel gréBer. In 
diesen Fallen gibt die berechnete Kurve wegen ihrer gréBeren Krimmung 
im Vergleich zur experimentell gefundenen Kurve niedrigere Werte, 
als von Sérensen und Koefoed gefunden sind. 


Man kann annehmen, daB bei unter 18° liegenden Temperaturen 
die berechnete Kurve fiir £,,; wegen der gleichen Ursachen niedrigere 
Werte als die tatsichlichen angeben wird. 


* Die Originalangaben von Sérensen und Koefoed sind auf einen Wasser- 
stoffdruck von | Atm. minus Wasserdampfspannung bezogen; bei diesen 
Bedingungen ist ze = 0,3377 Volt. Die von Clark standardisierten 
Werte fiir Zea; sind von Sérensen und Koefoeds Angaben, die auf genau 


1 Atm. umgerechnet sind, abgeleitet; dabei ist £8 = 0,3380 Volt. 
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Bei 0° sind keine sicheren Werte fiir Z,,., der n/10 Kalomelelektrode 
bekannt. Bjerrum (6, S. 313) gibt folgende Werte an (fiir den Dampf- 
druck des Wassers in der Wasserstoffelektrode ist eine Korrektur 
eingefiihrt) : 





" Fea) 
0 ( 
0 0.3367 
25 0.3371 


Diese Werte unterscheiden sich von Clarks Standardwerten. Nach 
Gleichung (1) wird fiir Z.,, bei 0° 0,3377 erhalten, also ein niedrigerer 
Wert als bei 18°. 

Eine mathematische Untersuchung der Kurve von E,,) bei ver- 
schiedenen Temperaturen, die durch Gleichung 1 wiedergegeben ist, 
zeigt, daB diese Kurve bei 11,5°C ein Maximum von E£,,, = 0,3381 Volt 
besitzt. Ist die Temperatur niedriger, so zeigt die Kurve einen merk- 
lichen Abstieg. Bei 0° C wird fiir Z.,) 0,3377 erhalten. Dieser Wert 
muB aus oben angefiihrten Griinden bestimmt als zu niedrig angesehen 
werden. 

Eine graphische Extrapolation der Kurve der von Clark standardi- 
sierten Werte fiihrt zu Z,,; = 0,3386; dieser Wert wurde von uns in 
unseren Berechnungen des py in Pufferlésungen bei 0° C angenommen’. 

Das Potential der n/10 Kalomelelektrode wurde durch Messung 
der elektromotorischen Kraft in folgender Kette gepriift: 

Pt, Hy (1 Atm.) pet Bok KCI gesitt. HC1(0,1N)HgCl_ Hg. 

Bei 18° ist die elektromotorische Kraft fiir diese Kette nach Sdrensen 
und Linderstrém-Lang gleich (©,4556, wenn das Diffusionspotential 
nach Bjerrum (9, 6, 8.477) extrapoliert wird. 

Nach Sdérensen, Kolthojf und Tekelenburg (12, 6, 8. 477) ist in einer 
Lésung von n/10 HCl + 0,09n KCl der py-Wert gleich 2,038. 
Unsere Beobachtungen ergaben sehr nahe Werte; die EMK. von oben 
erwahnter Kette ist 0,4557 bei 18°C, wenn gesittigte KCl-lésung als 
Verbindungsfliissigkeit gebraucht und das Diffusionspotential vernach- 
lassigt wird. 

Es muB bemerkt werden, daB der in dieser Mitteilung gebrauchte 
Ausdruck pq weder der tatsichlichen Wasserstoffionenkonzentration 
entspricht, die nach der heutigen Theorie der Lésungen fiir starke 
Elektrolyte der stéchiometrischen Konzentration gleich ist, noch 


' Walbum (5) nimmt nach Extrapolation von Koefoeds Daten fiir Ee) 
bei 0° einen Wert von 0,3388 Volt an. Nach Einfiihrung einer Wasserdampt- 


druckkorrektur fiir die Wasserstoffelektrode ergibt sich j nat = 0,3389 Volt. 
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bedeutet er die Aktivitat der Wasserstoffionen, fiir deren Berechnung 
fiir die n/10 Kalomelelektrode nicht £,,; = 0.3380, sondern 0,3357 Volt 
bei 18° anzunehmen ist. Im letzten Falle erhalten wir fiir eine Lésung 
von n/l0 HCl + 0,09 n KCl den Aktivitatsexponent 2,075. 

Die auf Grund des Potentials £.,, = 0,3380 einer n/10 Kalomel- 
elektrode ermittelten py-Werte, die gewéhnlich als Exponenten der 
., Wasserstoffionenkonzentration’’ bezeichnet werden, stellen zur 
gegenwartig nur relative Einheiten nach Sérensen dar, fiir die Kolthoff 
die Bezeichnung psy vorgeschlagen hat (11). 

Nach Kolthoff, der die Ergebnisse von Sérensen und Linderstrém- 
Lang, Scatschard u. a. resumierte, kann man im Durchschnitt folgende 
Abhangigkeit zwischen den Aktivitaétsexponenten pay und Sdrensens 
Einheiten psy annehmen. 

pax = psy + 0,04. 


Wir gebrauchen weiter die Ausdriicke py und ,,Wasserstoffionen- 
konzentration als mehr geliufige Bezeichnungen, wobei wir aber die 
oben gemachten Bemerkungen vorbehalten. 

Die Ergebnisse der py-Bestimmungen in Pufferlésungen bei ver- 
schiedenen Temperaturen sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Jeder py-Wert wurde als Mittel von zwei bis vier Bestimmungen 
berechnet. 

Tabelle I. 


Die Verainderungen von px in Puffern bei verschiedenen Temperaturen. 





Pu / pu 


0° 18° 25° O—18® 18—25° 0—250 


Puffer 


. ; ‘ 3.087 3.021 3.025 0,056 0,006 0.062 
- re a | 410§ 4045 4031 01059 0,014 0.073 
vem sche | 5.084 5.087 5,034 0.047 0.008 0.050 


. ' 6,135 6,031 6,008 0104 0,023 0,127 

r orense *hosphat- aoe Mi pats agree o- ’ 
S.P.L.S8 “s nse ~ Phosphat | 6.759 6.672 6.651 0,087 0.021 0.108 
— | 7,056 6,969 6,947 0,087 0,022 0,109 


7,752. 7,710 7,686 0,042 0,024 0,066 

S. Palitzschs Borax-Borsaure- | 8,184 8,100 8.065 0,984 0,035 0,119 

Gemische | 8.510 8.382 8,341 0,128 0,041 0,169 

8,766 8,605 8558 0,161 0,047 0,208 

S.P.L. Sorensen s Borax-NaOQH-  } 10.401 9.929 9.846 0.472 0,088 0.555 
Gemische | 

Citrat- Phosphatpufferlosungen nach Mellvaine. Die Temperatur- 

veranderungen des py (s. Abb. 1 und Tabelle IT und IT) wurden 

zu Py = 3,031, 4,045 und 5,037* bestimmt. Der py-Wert steigt mit 


* Die pxu-Werte sind auf 18° bezogen. 
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Temperaturerhéhung an, wie es auch in allen anderen Pufferlésungen 
der Fall ist. Die mittlere Zunahme von py fiir alle drei Puffer bei einer 
Temperaturerniedrigung von 18 auf 0° macht 0,064 py aus; die mittlere 
Abnahme bei Erhéhung der Temperatur von 18 auf 25° ist gleich 
0,007 pu. In Tabelle IT sind die Anderungen von py mit der Temperatur 
interpoliert worden. Fiir das Intervall 26 bis 30° sind die GréBen A py 
extrapoliert. 
Tabelle Il. 
Verainderungen von px in Mellvaines Pufferlésungen bei verschiedenen 
Temperaturen. 








va J pu = JS pu 
ft) 0,05 16 0,00 
2 0,04 18 0,00 
4 0,04 20 0,00 
6 0,03 22 0,00 
5 0,02 24 — 0,01 
10 0,02 26 - 0,01 
12 0,01 28 — 0,01 
14 0,01 30 — 0,01 


In der linken Rubrik jeder Kolumne sind die Temperaturen an- 
gegeben, in der rechten die py-Verinderungen im Vergleich zu dem 
bei 18° bestimmten py-Wert. Fiir 26 bis 30° sind die Daten extrapoliert 
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Abb. 1. 
Pu-Veriinderungen von 8. P. L. Sérensens und Mc Ilvaines Puffer 
bei verschiedenen Temperaturen. 
worden. Die mittleren Temperaturkoeffizienten ¢ fiir die py-Ver- 
iinderungen in McIlvaines Pufferlésungen, die der py-Anderung bei 
Zunahme der Temperatur um 1° entsprechen, sind 
&o-18 = — 0,003 py, 


Ejg—-25 = — 0,001 Pr: 


Phosphatpufferlésungen nach S. P. L. Sérensen. Die Veranderungen 
von px mit der Temperatur wurden zu py 6,031, 6,672, 6,969 (s. Abb. 1 
und Tabelle I und IIT) bestimmt. Ebenso wie fiir Mcllvaines Puffer 
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kann man in den gegebenen py-Grenzen die Veranderungen als gleich- 
artig ansehen; bei Abnahme der Temperatur von 18 auf 0° betragt die 
pa-Anderung + 0,092, bei Anstieg von 18 auf 25° andert sich der 
pu-Wert um — 0,022. 

Tabelle I11. 


Veranderungen von px in S. P. L. Sérensens Phosphatpufferlésungen bei 








verschiedenen Temperaturen fiir pu 6 bis 7. 

t t 

04 J pr oc J pr 
0 0,09 16 0,01 
2 0,08 18 0,00 
4 0,06 20 — 0.01 
6 0,05 22 — 0,01 
8 0,04 24 0,02 
10 0,03 26 — 0,02 
12 0,02 28 — 0,03 
14 0.01 30 — 0,03 


Fiir den Temperaturintervall 26 bis 30° sind die Daten fiir 4 py 
extrapoliert worden. 

Mit Temperatursteigerung nehmen die mittleren Temperatur- 
koeffizienten fiir die py-Anderungen in Phosphaten ab. Sie betragen: 





Eo—1g = — 0,005, E\g—25 = — 0,003. 
Zwischen 20 und 38° -gz 
wurden die py-Anderungen in 4a} va 
Phosphaten von Hastings und 2%) ral 
Sendroy bestimmt; durch @@ 7 
grobe Extrapolation wird aus ™ 2 
unseren Daten fiir 20 bis 38° 7” Bee 


E38 gleich etwa — 0,002 
erhalten. Die Untersuchung 
von Hastings und Sendroy er- 


1 4 Lf) } i 
of - 
| 4) 14 
va 7 

7 
P42 a 
7 
ial an 








gibt &4) 3, —0,0015 py. Wal- 
bum (5) nimmt an, daB der 
pa-Wert in Phosphatpuffern 
durch Temperaturanderungen 
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Annahme, welche mit unseren 
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Abb. 2. 
Befunden und denen von Experimentelle Angaben von py-Verinderungen 


Hastings und Sendroy nicht von Palitzeschs Borax-Borsture. Pufferlisungen 
Yo ng ny ° bei verschiedenen Temperaturen 
iibereinstimmt. 

Borax- Borsturepufferlisungen nach Sv. Palitzsch. Es wurden zur 
Untersuchung der py-Anderungen bei verschiedener Temperatur 
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Pufferlésungen mit py 7,710, 8,100, 8,382, 8,605 und eine Lésung nach 
S. P. L. Sérensen — Borat-NaOH — mit py 9,929 gebraucht (s. Abb. 2 


und 3, Tabelle I und IV). 


Die Borate nach Palitzsch weisen eine bestimmte und sehr bedeutende 


Zunahme des Temperaturkoeffizienten 


mit steigendem py auf. 


Aus den Daten fiir A py (s. Tabelle 1) in den gegebenen Puffer- 


lésungen kénnen wir graphisch die 


A pu fiir ganzzahlige py-Werte 


berechnen (s. Abb. 3). Aus den gefundenen 4 py-Werten lassen sich 
Temperaturkurven fiir die py-Veranderungen zwischen py 7,7 und 9,00 


festlegen (s. Abb. 2). 
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Abb. 3. 


Nach Abb. 2 interpolierte py-Verinderungen von Palitzschs Borax-Borsiure. Pufferliésungen 
bei verschiedenen Temperaturen. 


Aus Abb. 3 und Tabelle IV ist ersichtlich, daB die Verainderung 
von py mit der Temperatur nur fiir pg 3,1 bis 3,2, d. h. fiir aquimolare 
Lésungen von Borax und Borsaure, linear verliuft. Bei niedrigerem py 
A te 


(mehr Borsiure als Borax) steigt der Temperaturkoeffizient (c = 


mit Erhéhung der Temperatur; fiir iiber 8,1 liegende py-Werte (mehr 
Borax als Borséure) wird der Koeffizient mit steigender Temperatur 
kleiner. 

Aus der Kurve auf Abb. 3 lassen sich durch Interpolation zwischen 
0 bis 25° und durch Extrapolation im Intervall 25 bis 30° die Temperatur- 
veranderungen von py im Vergleich zum py-Wert bei 18° (s. Tabelle IV) 
ermitteln. 
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In Tabelle IV sind unten die Temperaturkoeffizienten fiir py- 
Anderungen in den Intervallen 0 bis 18° (¢€) 4.) und 0 bis 25° (e955) 
angegeben. 


Die Koeffizienten sind auf Grund der genauen Daten fiir 4 py 
mit drei Dezimalen berechnet worden, wahrend die in Tabelle IV 
angefiihrten py-Werte bis zur zweiten Dezimale abgerundet sind. 


Da es in der Literatur keine Angaben iiber die Temperatur- 
anderungen in Borsdiure-Boraxpuffer nach Palitzsch gibt, so kénnen wir 
unsere Daten nur mit den von Walbum fiir Sérensens Borax-Salzsiure- 
puffer erhaltenen Werten vergleichen. In Tabelle V sind die py-Ver- 
anderungen in Pufferlésungen nach Palitzsch und Sérensen nach unseren 
Versuchen und denen von Walbum zusammengestellt. Die Daten von 
Walbum sind der Tabelle von Buch (4) entnommen. 


Es liBt sich aus der Tabelle V ersehen, daB die Differenz zwischen 
den pu-Anderungen zwischen 10 bis 30° im Vergleich zum py bei 18° 
fiir beide Puffer bis py 8,4 nicht 0,01 py iibersteigt. In alkalischen 
Lésungen mit py = 9 wichst diese Differenz bis auf 0,03 py an. 


Tabelle V. 
Veriinderungen von pr mit der Temperatur fiir Sv. Palitzschs Borax- 
Borsaéurepuffer nach den Befunden von S. W. Brujewicz und N. P. Karpova 
(B.u. K.) und fiir Borax-Salzsiurepuffer von S. L. P. Sérensen nach 
Walbums Angaben (W.). 











t Pu 7,8 Px 8,0 Px 8,2 Pu 5.4 
oC B.u. K. | Ww. ae u. A. i RB. u. k. We. é B. u. kh. Ww. 
10 0,02 0,03 0.03 0,03 0,04 0,03 0,05 0,04 
18 0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.00 0.00 
24 .—0,02 —0602 —0,03 —002 —003 —0,03 —0,04 0,03 
80 | — 0.05 | — G04 | —0,05 | — 0.04 || —6:06 0.05 || —0.07 | — 0.06 
t Pur 8.6 Pu 8.8 Pu 8,9 
oc] puk. | ww. Bou. K. W. oor Se ae 
10 0,06 0,04 0,07 0,06 0.09 0.06 
18 0,00 0,00 0,00 0.00 0.00 0.00 
24 — 0,04 — 0,03 — 0,06 — 0,04 — 0.05 — 0,04 
30 — 0,08 — 0,06 — 0.08 — 0,07 — 0,09 — 0,08 


Diese Untersuchung wurde im Laboratorium fiir Hydrochemie 
des Moskauer F. F. Erismann-Sanitatsinstituts durchgefiihrt. Die 
Autoren sprechen dem Direktor des Sanitatsinstituts, Dr. J. R. Chezrov, 
fiir die liebenswiirdige Uberlassung eines Arbeitsplatzes ihren innigsten 
Dank aus. 











| Pu 
IV 


tur- 
wir 
ure- 
Ver- 
pren 
von 


chen 
18° 
chen 


rax- 
pova 


nach 


).04 
00 
1.03 
1,06 


>mie 
Die 


Tov". 


sten 








Abhangigkeit des pr von der Temperatur in Pufferlésungen. 69 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden die Veranderungen der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion in Citratphosphatpuffern nach Mc/lvaine, in Phosphaten nach 
S. P. L. Sérensen und Boraten nach Sv. Palitzsch zwischen 0 bis 25° 
bestimmt. 

2. Der Temperaturkoeffizient der py-Veranderungen in Puffer- 
losungen nach McIlvaine und S. P. L. Sérensen hingt praktisch nicht 
vom pxy-Wert ab, wohl aber von der Temperatur. 

3. Der Temperaturkoeffizient von py in Boratpuffern nach 
Sv. Palitzsch nimmt mit steigendem py der Lésung bedeutend zu. 

Fir px 8,1 bis 8,2 laBt sich der Zusammenhang zwischen py und 
Temperatur linear darstellen; in mehr alkalischen Pufferlésungen nimmt 
der Temperaturkoeffizient mit steigender Temperatur ab, in sauren 
Lésungen nimmt er zu. 
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Biochemische Studien iiber das Vorkommen kleiner Mengen 
von Jod und Fluor im Organismus. II. 


Von 
A. Mayrhofer, Chr. Schneider und A. Wasitzky. 


(Aus dem pharmakognostischen Institut der Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 26. April 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der ersten Mitteilung (1) angekiindigte Fortfiihrung der 
Untersuchungen wurde in Verfolg der allgemeinen Problemstellung, 
zuerst den EinfluB kleiner Mengen von Jod und Fluor auf den Stoff- 
wechsel zu erforschen, damit eingeleitet, die durch Nahrungs- und Ge- 
nuBmittel dem menschlichen bzw. tierischen Organismus zugefiihrten 
Mengen an diesen Elementen an Produkten ganz bestimmter Provenienz 
festzustellen. Neben den im nachfolgenden angefiihrten Untersuchungen 
von Lebensmitteln pflanzlicher Natur haben wir die Absicht, unser 
Arbeitsgebiet auch auf solche tierischer Herkunft und auf Fliissig- 
keiten auszudehnen, um dann iiber die durch die Ernihrung taglich 
zugefiihrten Gesamtmengen an Jod und Fluor Schliisse ziehen zu 
kénnen. Bevor auf die bei den bis jetzt durchgefiihrten Analysen fest- 
gestellten Werte eingegangen wird, seien jedoch zuerst noch nahere 
Angaben tiber die im Laufe der Arbeiten eingefiihrten Abainderungen 
der Methodik, insbesondere bei der Bestimmung des Fluors gebracht. 


Methodik der Bestimmung kleinster Mengen von Jod in organischem Material. 


Unter Beriicksichtigung der in der Zwischenzeit seit dem Erscheinen 
unserer ersten Mitteilung vorgeschlagenen neuen Methoden der Veraschung 
des organischen Materials im geschlossenen System, eventuell im Sauerstoff- 
strom und Auffangen der Verbrennungsprodukte in einer alkalischen 
Fliissigkeit (2) haben wir die Methode von Fellenberg beibehalten, da die 
Veraschung z. B. nach Reith nur fi kleinere Probenmengen angewendet 
werden kann und auBerdem in der Hand eines mit diesem Verfahren nicht 
sehr vertrauten Experimentators ebenfalls zu namhaften Jodverlusten 
fiihren kann. 
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Als bestes und schonendstes Veraschungsverfahren hat sich bei gréBeren 
Mengen pflanzlicher Produkte nach unseren Erfahrungen das folgende 
erwiesen. Die alkalisch gemachte Probe wird in einer groBen Schale aus 
rostfreiem Stahl mit kleiner Flamme verkohlt, hierauf die Substanz mit 
heiBem, destilliertem Wasser ausgezogen. Man erhalt ein dunkelbraun 
gefirbtes Filtrat und als Riickstand eine gréBere Menge von Kohle, die 
sich jedoch leicht und rasch veraschen laBt. Man vereinigt dann diese 
Asche mit dem Ff iltrat und saéuert mit verdiinnter Schwefelséiure, der zur 
Reduktion von etwa gebildetem Jodat ein wenig Natriumbisulfit zugesetzt 
wurde, vorsichtig an. Die ganz schwach saure Lésung wird nun mit Natrium- 
carbonatlésung alkalisch gemacht, wobei der aus Erdalkalicarbonat und 
-phosphat bestehende voluminése Niederschlag die farbenden organischen 


_Stoffe durch Adsorption mitreiBt. Das Filtrat erscheint dann zumeist 


vollkommen klar und farblos. Der Niederschlag l4Bt sich nach dem 
Trocknen bei kleiner Flamme rasch veraschen. In Fallen, wo nach der 
ersten E:xtraktion und Fallung noch braune Lésungen erhalten werden, 
miissen dieselben abermals eingedampft, der Abdampfriickstand nochmals 
verascht und der Veraschungsrickstand abermals mit Wasser extrahiert 
und in der vorher geschilderten Weise behandelt werden. Das farblose 
Filtrat wird hierauf eingedampft und schwach gegliiht. Die Riickstande 
werden vereinigt und dann mit Alkohol zwecks Anreicherung des Jods in 
der in der ersten Mitteilung geschilderten Art weiter behandelt. Das in 
der ersten Mitteilung geschilderte Verfahren gilt dann auch fiir die End- 
bestimmung des Jods. Zur Beschleunigung der Veraschung ist bei schwer 
verbrennbaren Substanzen ein Zusatz von Natriumnitrit empfehlenswert. 
Zur Entfernung des Nitrits bei der maBanalytischen Endbestimmung des 
Jods ist die von Reith (3) angegebene Azidmethode zu empfehlen. Das 
Nitrit wird dabei vor der Oxydation des Jodions mit Bromwasser zu Jodation 
durch Zusatz von Natriumazidlésung zerstoért. 


Methodik der Bestimmung kleiner Mengen von Fluor. 


Obwohl die in der ersten Mitteilung veréffentlichte Atzmethode gute 
Werte liefert, wurde doch der beim Vorhandensein von unléslichen Silikaten 
notwendige AufschluB mit Natrium-Kaliumcarbonat oder besser mit Atz- 
natron insbesondere bei Reihenuntersuchungen als umstandlich emp- 
funden. Die Nachteile des Aufschlusses sind, abgesehen von Aufwand an 
Zeit und Mihe, einerseits die eventuelle Méglichkeit eines Verlustes an 
Fluor, andererseits die Anhéufung verhiltnismaBig groBer Salzmengen, 
wodurch man zu unrationellen, gréBeren Verdiinnungen gezwungen wird. 
Die bereits in der ersten Mitteilung erwihnten Versuche, das Fluor als 
Siliciumtetrafluorid iiberzudestillieren, wurden daher fortgesetzt und fiihrten 
bei Anwendung der im nachfolgenden mitgeteilten Methodik zu fiir biolo- 
gische Untersuchungen vollkommen befriedigenden Resultaten. 


Die bei den friiheren Destillationsversuchen beobachteten grofen 
Verluste an Fluor hatten ihre Erklirung darin gefunden, daB durch Ver- 
wendung eines aus schwer angreifbarem Jenaer Glas angefertigten Apparates 
die Reaktion nur unvollstandig ausgelést worden war. Die Unterlage zu 
dieser Vermutung boten die Beobachtungen von Casares (4). Der genannte 
Forscher gelangte, nachdem er bei Destillationsversuchen mit Quarz 
sowie mit gefallter Kieselsiure ungiinstige Resultate erhalten hatte, zu 
dem SchluB, daB die zur Reaktion notwendige Menge Kieselsaure zum 
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gr6Bten Teil aus dem Glase des GefaiBes stamme und nicht von dem zu- 
gesetzten Quarz und Seesand. Der Grund der giinstigen Resultate anderer 
Untersucher ist nach der Ansicht des genannten Autors darin gelegen, 
daB diese Geriite aus gewéohalichem Glas verwendeten, wahrend er selbst 
solche aus schwer angreifbarem Jenaer Glas in Gebrauch hatte. Casares 
verwendete nun an Stelle der oben genannten Zusaétze ein Gemisch von 
grob- und feingepulvertem Glas und 
konnte aut diese Weise bei einer Ein- 
waage von 0,5g Calciumfluorid und 
einer Temperatur von 160° in einer 
1/, Stunde das gesamte Fluor iiber- 
treiben. Die nach dieser Richtung hin 
abgeanderten Versuche fiihrten nun 
zu brauchbaren Ergebnissen und sei 
im nachfolgenden die von uns ver- 
wendete Apparatur und Methodik ein- 
gehender beschrieben. 

Der Apparat (Abb. 1 und 2) be- 
steht im wesentlichen aus einem 
kleinen K6lbchen, in welchem die Zer- 
setzung des Fluorids statttindet und 

Abb. 1. (1/3 nat. Grife.) den mit diesem verbundenen Vorlagen, 

in denen das ubergetriebene Silicium- 

tetrafluorid aufgefangen wird. Das ZersetzungsgefaB ist ein ungefahr 30 cem 
fassendes, nach unten konisch verjiingtes Kélbchen aus Jenaer Glas. Der 
Hals desselben trigt einen Schliff, in welchen ein Hohlstopfen eingesetzt 
ist. durch den zentral das Rohr eines kleinen, 10 cem fassenden Tropf- 
trichters bis auf den Boden des GefiBes fiihrt. Die etwas verjiingte Spitze 
des Trichterrohres ist mit vier Einkerbungen versehen, um einwandfreie 





























Abb. 2. (Stark verkleinert.) 


Luftdurchwirbelung und damit griindliches Durchmischen des Reaktions- 
gemisches wiahrend der Destillation zu erreichen. Seitlich ist am Stopfen 
ein Ableitungsrohr angesetzt, das zum Riickflu8 der kondensierten Schwefel- 
siure zunachst schrag nach aufwarts fiihrt und dann rechtwinklig abgebogen 
ist. Es fihrt zu den AbsorptionsgefaéBen und ist mit diesen durch einen 
Schliff verbunden. Das erste Absorptionsgefals besteht aus einer kleinen 
Waschflasche von ungefahr 5 ccm Inhalt. Die Spitze des Einleitungsrohres 
ist gleichfalls viermal eingekerbt und taucht in einen Quecksilbertropfen, 
der in die Ausbuchtung am Boden des Gefai®es gebracht wird. Der Queck- 
silberverschluls hat den Zweck, das Eindringen von Feuchtigkeit in den 
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Zersetzungskolben zu verhindern und auch ein Zuriucksteigen der vor- 
gelegten Absorptionsfliissigkeit mdéglichst hintanzuhaiten. Das zweite 
AbsorptionsgefaB ist ein kleines U-Rohr von etwa 3ccm Fassungsraum. 
Das zum SchluB folgende kleine Erlenmeyer-Kélbchen dient dazu, Spuren 
von Siliciumtetrafluorid, die bei zu raschem Durchleiten von Luft mit- 
gerissen worder sein kénnten, zu absorbieren. Bei richtig eingestellter 
Luftzufuhr ist es so gut wie tibertliissig. Um sowohl eine Gefahrdung bei 
eventuellem Bruch der Apparatur hintanzuhalten, als auch eine gleich- 
maBige Erhitzung des Kélbchens zu erzielen, steht dieses in einem eisernen 
zylindrischen, hohlen Block von 10 mm Wandstarke, der mit einem durch- 
lochten, ebenso dicken Deckel bedeckt ist. Der Hohlraum dieses Zylinders 
ist zur Halfte mit ausgegliihtem Seesand gefiillt. In dieses Sandbad wird 
der untere Teil des Kélbchens eingebettet. Der Hals des Kélbchens wird 
durch Umwickeln mit Asbestpapier vor direkter Beriihrung mit dem heiBen 
Deckel geschiitzt. An der AuSenseite ist der Zylinder zur Verhinderung 
der Warmestrahlung mit Asbest umkleidet. Cegen die Warmestrahlung 
sind auBerdem die AbsorptionsgefaBe durch Asbestplatten abgeschirmt. 
Zur Messung der Temperatur ist sowohl im Deckel, als auch damit korre- 
spondierend in der seitlichen Wandung des Eisenkerns eine vertikale 
Bohrung angebracht, durch die das Thermometer eingefiihrt wird. Infolge 
der groBen Warmekapazitat kann die Temperatur des Eisenblocks unschwer 
auf ein eng begrenztes Intervall eingestellt werden. 


Die Destillation des Fluors als Siliciumtetrafluorid geschieht nun in 
folgender Weise. Die auf Fluor zu untersuchende, vollkommen getrocknete 
Substanz oder bei Pflanzenanalysen der im Gang der Analyse mit Lanthan- 
acetat erhaltene Niederschlag siehe dariiber im nachfolgenden wird 
mit ungefahr der gleichen Menge groben und feinen Glaspulvers, sowie mit 
etwa 0,5 bis 1,0 g entwaéssertem Kupfersulfat gemischt und quantitativ in 
den Zersetzungskolben gefiillt. Der Zusatz des entwasserten Kupfersulfats 
hat den Zweck, das bei der Destillation frei werdende Reaktionswasser zu 


binden. Die AbsorptionsgeféaBe werden mit insgesamt l0cem 5” iger 
Natronlauge, und zwar das erste mit 3 cem, das zweite mit 2 cem und das 
dritte mit 5cem beschickt. ‘ 


N.B. Die Natronlauge wird vor jedem Versuch durch Auflésen von 
analysenreinem Natriumhydroxyd in destilliertem Wasser in. der Platin- 
schale frisch bereitet. 


Das zur Herstellung des Glaspulvers verwendete Glas (aus von der 
Gelatineschicht befreiten photographischen Platten hergestellt) wurde 
haufig fluorhaltig befunden. wird daher zwecks Entfernung des stérenden 
Fluorgehalts zuerst mit konzentrierter Salzsiure abgeraucht, dann durch 
2 Tage mit heifer Chromschwefelsiure auf dem Wasserbad erhitzt und 
zuletzt griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen. Auf die Abwesenheit 
von Fluor wird dann qualitativ nach der Methode Feigl (6) gepriift. Das 
feine Glaspulver dient zur Einleitung der Reaktion. das grobe hauptsichlich 
zur gleichmaBigen Verteilung der Substanz. 


Nach den gemachten Erfahrungen ist es vorteilhaft, die Priifung 
der alkalischen Reaktion der Absorptionsfliissigkeit zu kontrollieren, 
da nur bei alkalischer Reaktion der vorgelegten Fliissigkeit einwandfreie 
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Absorption des Siliciumtetrafluorids mit Sicherheit zu erwarten ist. 
Als Indikator eignet sich fiir diese Zwecke am besten Phenolphthalein, 
da dieses bei der spater zu besprechenden kolorimetrischen Bestimmung 
nicht stért. Nach dem ZusammenschlieBen der Apparatur werden durch 
den Tropftrichter 5ccm vollkommen wasserfreie Schwefelsiure (her- 
gestellt durch Erhitzen konzentrierter Schwefelsiure in der Platinschale 
bis zum Entweichen weiBer Dampfe und Erkaltenlassen im Exsikkator 
tiber Phosphorpentoxyd) in das Zersetzungskélbchen zuflieBen gelassen 
und ein tiber Natronkalk, Chlorcalcium und Phosphorpentoxyd (Appa- 
ratur s. Abb. 2) sorgfaltig getrockneter Luftstrom in maBigem Tempo 
(ein bis zwei Blasen pro Sekunde) durchgeleitet. Nun wird der Eisen- 
block langsam bis auf 200° erhitzt und auf dieser Temperatur gehalten. 
Die Zerstérung des Fluorids und das Ubertreiben des Siliciumtetra- 
fluorids ist nach 1!),- bis 2stiindigem Erhitzen beendet. Nach Abdrehen 
der Flamme wird wihrend des Abkiihlens noch durch eine Viertel- 
stunde ein rascher Luftstrom (vier bis fiinf Blasen pro Sekunde) durch- 
geleitet. Die Bestimmung des Fluors im Destillat wird nach zwei ver- 
schiedenen Methoden durchgefiihrt und zwar: 


1. Als direkte Bestimmung des Fluors mittels Atzverfahrens. 


Als indirekte Bestimmung durch kolorimetrische Bestimmung 
der bei der Reaktion frei gewordenen aquivalenten Menge Kieselsaure. 


1. Die Untersuchung des Destillats auf Fluor nach der Atzmethode 


wurde gegeniiber der bereits in der ersten Mitteilung gebrachten Me- 
thodik nur mit geringfiigigen Abanderungen durchgefiihrt. Die Fallung 
der Kieselsiure wurde nun mit Mercuriammoniumcarbonat nach 
Seemann (5) statt mit ammoniakalischer Zinkoxydlésung durchgefiihrt, 
da bei der Fallung nach Seemann grobkérnige, leicht filtrierbare Nieder- 
schlage erhalten werden und dadurch die Gefahr der Adsorption von 
Fluor durch den Niederschlag, wie es bei der voluminésen Fallung als 
Zinksilikat immerhin denkbar wire, beseitigt wird. Das filtrierte 
Destillat wird zunachst einige Zeit schwach gekocht, um vollstandige 
Hydrolyse des Silicofluorids gemaB den Umsetzungen: 


4NaF + SiO, + 2H,SO, = SiF,y + 2 Na,SO, + 2H,O 
3 SiF, + 4 NaOH = 2 Na,SiF, + Si(OH), 
Na,SiF, + 4NaOQH = 6 NaF + Si(OH), 


zu bewirken. Hierauf wird die alkalische Lésung nach Zusatz von 
einem Tropfen Methylrot als Indikator mit verdiinnter Salzsiure 
neutralisiert, mit 10 ccm Mercuriammoniumcarbonatlésung versetzt 
und bis zur Trockne eingedampft. Den Riickstand nimmt man mit 
warmem Wasser auf, filtriert, neutralisiert das Filtrat wieder mit ver- 
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diinnter Salzsiure, versetzt, um die letzten Spuren von Kieselsiure zu 
entfernen, nochmals mit etwa 2 ccm Reagens und dampft wiederum ein. 
Der Riickstand wird abermals mit warmem Wasser aufgenommen und 
im Filtrat dieser Lésung das Fluor nach der Fallung mit Lanthanacetat 
durch Atzung bestimmt. 

Reagenzien. 

Mercuriammoniumcarbonatlésung wird durch Sattigen von Scha/;- 
gottscher Lésung mit frisch gefalltem Mercurioxyd hergestellt und zweck- 
maBig vor Licht geschiitzt aufbewahrt. 

Zer Herstellung der Schaffgottschen Lésung bringt man in ein 
Gemisch von 180 cem konzentriertem Ammoniak, 800 ccm destilliertem 
Wasser und 900 ccm konzentriertem Alkohol fein gepulvertes Ammo- 
niumcarbonat im UberschuB, schiittelt kraftig durch und filtriert nach 
Istiindigem Stehen. 


Die Fallung des Fluors als Lanthanacetofluorid wird in folgender 
Weise durchgefiihrt. Das Filtrat wird zuerst auf dem Wasserbad etwas 
eingeengt, dann ein Stiick festes Ammoniumcarbonat darin gelést 
und zu dieser Lésung das Lanthanacetatreagens (4 ccm) und Eisessig 
(3 cem) zur Erreichung einer méglichst stark essigsauren Lésung hinzu- 
gefiigt. Das Reaktionsgemisch wird auf dem Wasserbad zur Trockne 
eingedampft, 1 Stunde lang im Trockenschrank bei 120° getrocknet, 
hierauf mit ammonacetathaltigem Wasser aufgenommen, filtriert und 
mit essigsiurehaltigem Wasser nachgewaschen. Der Niederschlag 
wird nach dem Trocknen vom Filter abgelést, dieses in der Platinschale 
verascht, hierauf der Asckhenriickstand samt dem hinzugefiigten Nieder- 
schlag zur Zerstérung des Acetats gegliiht. Der Gliihriickstand wird zur 
Bestimmung des Fluors nach der Atzmethode (siehe 1. Mitteilung, S. 72) 
verwendet. 


2. Die indirekte Bestimmung des Fluors durch kolorimetrische Bestimmung 
der bei der Reaktion frei gewordenen dquivalenten Menge Kieselsdure. 

Das Prinzip der indirekten Bestimmung des Fluors nach dieser 
Methode beruht auf dem Nachweis des bei der Destillation als Silicium- 
tetrafluorid tibergegangenen Siliciums, entsprechend den bereits vorhin 
angefiihrten Gleichungen, wobei das im alkalischen Destillat neben 
Kieselsiure vorhandene Natriumsilicofluorid durch laingeres Kochen 
hydrolytisch gespalten wird. Auf Grund der angefiihrten Reaktionen 
entspricht vier Atomen Fluor ein Atom Silicium. Die gebildete Kiesel- 
siure wird mittels einer Farbenreaktion kolorimetrisch bestimmt. 


Auf die in dieser Richtung im Verlauf der orientierenden Versuche 
beriicksichtigten Reaktionen nach Feigl-Krumholz (6), Eegriwe (7), 
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Jolles und Neurath (8), Lorenz und Bergheimer (9), King (10), M. L. 
Isaacs (11), Bell-Doisy- Briggs (12) soll hier nicht naher eingegangen 
werden. Als fiir unsere Zwecke einwandfreies Verfahren hat sich die 
im nachfolgenden mitgeteilte Arbeitsweise herausgestellt. Dieselbe 
stellt sozusagen ein Analogon zur Methode von Bell-Doisy- Briggs dar, 
jedoch mit der Abanderung, daB mit der Reaktion nicht Phosphate, 
sondern Silikate bestimmt werden. Die genannte Methode beruht 
darauf, daB die Lésung, welche die zu bestimmende Phosphorsaure 
enthalt, zunichst mit Molybdainschwefelséure versetzt und dann die 
gebildete Phosphormolybdansiure mit Hydrechinonlésung reduziert 
wird, wahrend die iiberschiissige Molybdinsaiure unangegriffen bleibt. 
Da das dabei gebildete Chinon der Lésung eine blaugriine Mischfarbe 
erteilt, so wird dieses durch Zusatz von Natriumsulfitlésung gebunden, 
wobei die Farbe in ein reines Blau iibergeht. In unserem Falle bildet 
sich Silicomolybdansaure, durch Zusatz von Hydrochinon tritt dann 
ebenfalls Reduktion zu Molybdanblau ein. Die Farbung erreicht nach 
ungefaihr '/, Stunde ihr Maximum und bleibt ungefaihr 1 Stunde lang 
unverandert bestehen. Fiir den Farbenton spielt die Salzkonzentration 
eine nicht unbedeutende Rolle. 


Als Vergleichslisung wurde zur kolorimetrischen Bestimmung 
zuerst eine genau eingestellte Natriumsilikatlésung, wegen ihrer geringen 
Haltbarkeit aber spater eine Lésung der freien Silicomolybdansaure 
in l- bis 2°, iger schwefelsaurer Lésung verwendet. Diese Standard- 
lésung ist unbegrenzt haltbar und wird durch Destillation von bekannten 
Einwagen von Natriumfluorid empirisch eingestellt. Bei der Ausfiihrung 
der kolorimetrischen Bestimmung ist bei der Vergleichslésung natiirlich 
dann kein Zusatz von Sulfatmolybdanreagens notwendig, es wird viel- 
mehr die Reduktion direkt mit Hydrochinon und Natriumsulfit durch- 
gefiihrt. Es dauert bei der Verwendung dieses Reagens (besonders in 
héheren Konzentrationen) etwas linger, bis Farbkonstanz als schéne 
blaue Farbung eintritt, dagegen ist diese bedeutend bestandiger als die 
mit Natriumsilikatl6sung hervorgerufene Farbung. 


Zur Durchfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung verwendet 
man die angefiihrten Reagenzien in folgender Zusammensetzung: 


1. Sulfatmolybdanreagens: 20g Ammoniummolybdat werden in 
240 g destilliertem Wasser gelést, dann wird zur Lésung eine Mischung 
von 60cem konzentrierter Schwefelsiure mit 100 ccm destilliertem 
Wasser hinzugefiigt. 


2. Hydrochinonlésung: 1g Hydrochinon wird in 200ccm de- 
stilliertem Wasser gelést, der Lésung werden 2 g konzentrierte Schwefel- 
siure hinzugefiigt. 
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3. Natriumsulfitlbsung: 40g Natriumsulfit werden in 200 cem 
destilliertem Wasser gelést. 


4. Als kolorimetrische Vergleichslésungen kénnen Verwendung 
finden: 

a) Natriumsilicatlésung von bekanntem Gehalt an Silicium, mit 
einer bestimmten Menge von Fluor derart eingestellt, daB z. B. die 
Lésung auf 0,5 g Fluor im Liter die aquivalente Menge an Si aus der 
Silikatlésung enthalt. (Diese Lésung ist, wie bereits gesagt, leicht 
veranderlich, es ist daher die nachstehende vorzuziehen.) 


b) Silicomolybdansaurelésung. Zur Darstellung des Reagens 
wird eine gesaittigte Lésung von Natriumsilikat in 1 °,iger Natronlauge 
mit ein Zehntel des Volumens von Molybdanschwefelsiure (siehe oben 
Sulfatmolybdanreagens) versetzt und bis fast zum Sieden erhitzt. 
Dabei tritt intensive Gelbfarbung der Lésung ein. Sodann setzt man 
festes, fein gepulvertes Ammoniumnitrat bis zur beginnenden Triibung 
zu, dann noch ein Fiinftel des Volumens 20°, iger Schwefelsaure und 
kocht auf. Der dabei ausfallende Niederschlag wird nach dem Absitzen 
abfiltriert, mit verdiinnter Ammoniumnitratlésung, Wasser und Aceton 
gewaschen und dann im Vakuumexsikkator getrocknet. Daraus wird 
dann durch Lésen in 2°, iger Schwefelsiure die Stammlésung hergestellt. 
Da die Verbindung eine wechselnde Zusammensetzung hat, so wird 
die Lésung durch kolorimetrischen Vergleich mit dem Destillat einer 
bekannten Menge Natriumfluorid eingestellt. Die Lésung ist haltbar, 
und es halt sich auch die Blaufarbung unter Licht- und Luftabschlus 
1 bis 2 Tage unverandert. 

Die Bestimmung des Fluors wird in folgender Weise durch- 
gefiihrt. 

Das filtrierte Destillat wird in einer Platinschale auf einige Kubik- 
zentimeter eingeengt, dann sorgfaltig in eine Eprouvette hiniiber- 
gespilt, mit 1 cem Sulfatmolybdanreagens versetzt und 5 Minuten im 
siedenden Wasserbad erhitzt. Zum Eintritt der Reaktion muB die 
Lésung sauer sein, anderenfalls werden noch etwa 0,5 ccm verdiinnte 
Schwefelsiure hinzugefiigt. Nach dem Abkiihlen der Lésung werden 
5eem Hydrochinon- und schlieBlich noch 1 cem Natriumsulfitlésung 
hinzugefiigt. Die Flissigkeit wird nun auf 20 ccm aufgefiillt und ent- 
weder die gesamte Menge oder ein aliquoter Teil zur kolorimetrischen 
Bestimmung verwendet. Im letzteren Falle ist selbstverstandlich auf 
das urspriingliche Volumen von 20 ccm aufzufiillen. 


Wird als Vergleichslésung Natriumsilikatlésung herangezogen, 


so werden verschiedene Verdiinnungen der Stammlésung von _ be- 
kanntem Gehalt in der gleichen Reihenfolge mit den Reagenzien 
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versetzt, auf 20ccem aufgefiillt und aus der Farbengleichheit des 
Standards mit der Probe entweder durch Vergleich aus der kolori- 
metrischen Reihe oder aus der Untersuchung im Kolorimeter er- 
rechnet. 

Beim Vergleich mit der Silicomolybdinstammlésung wird in der 
gleichen Weise vorgegangen, jedoch in diesem Falle die Farbreaktion 
direkt mit Hydrochinon und Natriumsulfit ausgelést. Bei dieser Ver- 
suchsanordnung dauert es, besonders bei héheren Konzentrationen, 
etwas linger, bis Farbenkonstanz eintritt, da sich zuerst ein blaugriiner 
Farbton bildet, der erst allmahlich in ein schénes Blau iibergeht. Die 
Verwendung von zu groBben Fluormengen zur kolorimetrischen End- 
bestimmung ist wegen der zu starken Farbenintensitaét und der dadurch 
bedingten schwierigen Unterscheidungsméglichkeit der einzelnen Farb- 
unterschiede zu vermeiden. Als oberste Grenze, bei der noch einwandfreie 
Unterscheidungsméglichkeiten vorhanden sind, waren etwa 200 y 
Fluor in der einzelnen Probe zu bezeichnen. Die geringsten Mengen 
Fluor, die sich noch durch eine deutliche Blaufaérbung erkennen lassen, 
sind 20 y Fluor in einem Volumen von 8 ccm Fliissigkeit. Qualitativ 
kommt man bei Verwendung einer geringeren Fliissigkeitsmenge noch 
etwas tiefer herunter. Werden die Vergleiche nicht im Kolorimeter, 
sondern in einer Reihe von Vergleichslésungen in Eprouvetten durch- 
gefiihrt, so sind am besten Reihen mit Differenzen von 20 zu 20 y Fluor 
anzusetzen. Die Unterschiede sind hier im auffallenden Lichte auf 
weiBer Grundlage noch deutlich sichtbar, dazwischen liegende Werte 
kénnen noch abgeschatzt werden. Die Unterscheidung ganz geringer 
Mengen unter 20 y Fluor kann man in folgender Weise besonders in 
Pflanzenaschen empfindlicher gestalten. Man setzt zu der zu unter- 
suchenden Pflanzenasche etwas Fluor, z. B. 50 y, hinzu und destilliert 
dann in iiblicher Weise. Nach Auslésung der Farbreaktion im Destillat 
vergleicht man den Farbton mit einer kolorimetrischen Reihe des 
Silicomolybdanstandards, die auf Gehaltsunterschiede von 20 y Fluor 
eingestellt ist, oder auch im Kolorimeter. Aus der Farbengleichheit von 
Untersuchungsmaterial und einem bestimmten Farbton der Reihe kann 
man den Gehalt an Fluor feststellen und nach Abzug der zugesetzten 
Fluormenge den wirklichen, in der urspriinglichen Probe vorhanden 
gewesenen Gehalt an Fluor annahernd ermitteln. 


Verarbeitung von Pflanzenaschen. 


Fiir die Verarbeitung von Pflanzenaschen zur Fluorbestimmung 
ist folgende Arbeitsweise am empfehlenswertesten. Ein aliquoter Teil 
der Asche wird in einer Porzellanschale mit warmem Wasser auf- 
genommen und zwecks Zerstérung der Carbonate verdiinnte Essigsiure 
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vorsichtig zugesetzt. Nach Auflésen von einem Stiickchen festen 
Ammoniumacetats fallt man, ohne von dem Ungelésten abzufiltrieren, 
mit einer 5°,igen essigsauren Lanthanacetatlésung unter weiterem 
Zusatz von 3 bis 4 ccm Eisessig. Das Reaktionsgemisch wird auf dem 
Wasserbad zur vollkommenen Trockne eingedampft, im Lufttrocken- 
schrank bei 120° 1 Stunde lang getrocknet, der Riickstand nach dem 
Abkiihlen mit wenig ammoniumacetathaltigem Wasser aufgeschlemmt. 
Die Aufschlemmung spilt man in ein mit Chromschwefelsaure griindlich 
gereinigtes und getrocknetes Zentrifugierrohrchen und trennt durch 
Zentrifugieren Niederschlag und Lésung. Man wascht den Nieder- 
schlag unter wiederholtem Zentrifugieren mehrmals mit schwach essig- 
saurem Wasser, dann reinem destilliertem Wasser, mit 60°,igem, zwei- 
mal mit 96° igem Alkohol, zuletzt mit Ather. Der im Zentrifugier- 
rohrehen getrocknete Niederschlag wird hierauf in einen Platintiegel 
gebracht, schwach darin gegliiht und dann quantitativ in das Destillations- 
kélbchen gefiillt. Zentrifugierrdhrchen und Platintiegel werden mit 
feinem Glaspulver nachgespilt. Dieses sowie die gleiche Menge groben 
Glaspulvers und etwas wasserfreies Kupfersulfat werden dann zum 
Niederschlag zugesetzt und mit diesem gemischt. Die Destillation ge- 
schieht hierauf in der bereits geschilderten Weise. Bemerkt sei, daB das 
bei Pflanzenaschen zugleich mit dem Fluor ausgefallene Lanthanphosphat 
bei der Destillation nicht stért, da nach den in dieser Richtung durch- 
gefiihrten Versuchen unter den beschriebenen Versuchsbedingungen 
Phosphorséure bei der Destillation nicht iibergetrieben wird. Nach Be- 
endigung der Destillation wird die Absorptionsfliissigkeit aus den Vorlagen 
in eine Platinschale filtriert, auf etwa 3 ccm eingeengt, in eine graduierte 
Eprouvette iibergespiilt und genau auf 4 ccm erginzt. Falls die Fliissig- 
keit nicht sauer reagiert, so verwendet man zum Auffiillen 0,5 bis 1 eem 
verdiinnte Schwefelsiure. Nach Zusatz von 1 cem Sulfatmolybdan- 
reagens wird 5 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt, nach dem Ab- 
kiihlen 1 cem Hydrochinonlésung und 1 ccm Natriumsulfitlésung zu- 
gefiigt und nach 20 bis 25 Minuten die Farbung mit einer kolorimetrischen 
Reihe des Silicomolybdanstandards oder mit dieser Vergleichslésung 
im Kolorimeter in der vorher geschilderten Weise verglichen. Es wurde 
schon an friiherer Stelle erwihnt, daB sich Fluormengen unter 20 y 
nur qualitativ erfassen lassen. Annahernde Schaitzungen kann man 
jedoch in solchen Fallen noch erreichen, wenn man der zu unter- 
suchenden Pflanzenasche etwas Fluor (etwa 50 y) zusetzt und in der 
friiher geschilderten Weise den Vergleich mit den Standardlésungen 
durchfiihrt. Aus zahlreichen Versuchen mit gestellten Proben wurde 
die maximale Fehlerbreite dieser Methode bei Untersuchungen im 
Kolorimeter mit 7 bis 10°, —, bei Verwendung von Eprouvetten fiir 
die kolorimetrische Bestimmung 10 bis 15°, — ermittelt. 
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Pflanzenanalysen. 


Es wurden vorlaufig Pflanzen, die hauptsachlich als Nahrungs- 
und GenuBmittel wichtig sind, untersucht. Das Material wurde mit 


Ausnahme von Kaffee, Tee und Tabak in der Wiener GroBmarkthalle 


eingekauft, und, wo dies méglich war, die genaueren Daten iiber Herkunft, 


Ernte usw. zu ermitteln versucht. Zur Untersuchung wurde in der 


Regel | kg frischer Substanz herangezogen, bei gew6hnlicher Temperatur 
getrocknet und die Trockensubstanz im lufttrockenen Zustand ermittelt. 
Zur Zerstérung der organischen Substanz und Bestimmung des Jods 
wurde die in der ersten Mitteilung gebrachte Methodik mit den anfangs 
erwahnten geringen Abanderungen benutzt. Die Bestimmung des Fluors 
geschah in der im vorhergehenden geschilderten Weise. Zum Teil 
wurden zur Kontrolle der verschiedenen angefiihrten Verfahren Doppel- 
analysen durchgefiihrt. Die ermittelten Analysenresultate werden im 
nachfolgenden fiir 1 kg Frischsubstanz und dann umgerechnet auf y-°, 
Trockensubstanz angegeben. 


Echter Spinat (Spinacia oleracea, Familie: Chenopodiaceae ). 
Sommerspinat, gekauft im April, geerntet in Neu-Erlaa bei Wien. 
Trockensubstanz: 12,2°,. 
Jodgehalt in Parallelbestimmungen: 
pro Kilogramm Frischsubstanz .. . . . . . 478 bzw. 4897 


berechnet auf Trockensubstanz ..... . . 392 ,, 401 y-° 


a) 


Fluorgehalt, bestimmt nach der Atzmethode: 


pro Kilogramm Frischsubstanz . . . .. . . 161 bzw. 164 y 


berechnet auf Trockensubstanz ...... . 132 ,, 134 y-%, 
davon pro Kilogramm Frischsubstanz: 


a ae rk 
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Winterspinat, bezogen im Januar aus Oberésterreich. Trockensubstanz : 
12,4%. 


Jodgehalt : 
pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 452» 
berechnet auf Trockensubstanz ........... 364y-%, 


Fluorgehalt, bestimmt nach der Atzmethode: 


pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 210 


berechnet auf Trockensubstanz ........... 169 y-% 
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Fluorgehalt, bestimmt nach dem Destillationsverfahren (kolorimetrisch): 
Anreicherung des Fluors durch Fallung mit Lanthanacetat!: 
pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 232 
berechnet auf Trockensubstanz . . . awe a ae Sean 
Anreicherung des Fluors durch Fallung mit Bariumchlorid!: 


pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 22 
berechnet auf Trockensubstanz l 


Um iiber dieVerteilung des Jods im Spinat als wasserlésliches, alkohol- 
lésliches und in diesen beiden Lésungsmitteln unldésliches Jod einige 
Anhaltspunkte zu gewinnen, wurde 1 kg Frischsubstanz zuerst mit 
Wasser, dann mit konzentriertem Alkohol extrahiert und nach jedes- 
maligem Auspressen zuletzt der Riickstand fiir sich verarbeitet. Es 
wurde hierbei folgende Verteilung festgestellt : 


Wasseriges Extrakt. Trockenriickstand: 40,2°,. 
ES Ee ek ee a ae eS 
a.) Ee a a en re 
Alkoholisches Extrakt. Trockenriickstand: 12,2° 
ee ee ae ee er: 
NG a ea et a ak Gh” SR es 


or 


Riickstand nach der Extraktion. Trockensubstanz: 47,36" ,. 


ae BOS ee ee eet 
ES ee ee ee ee eee ee ee ne. 


In einem aus der Wiener GroBmarkthalle bezogenen Spinat wurden 
friiher (siehe erste Mitteilung) als Jodgehalt 520 bzw. 512 y pro Kilogramm 
Frischsubstanz gefunden. ‘' 

‘ 


Gartensalat (Lactuca sativa, Familie: Compositae). Bezogen im April 
aus Schwechat bei Wien. Trockensubstanz: 8,3”. 


Jodgehalt : 
pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 3S7y 
berechnet auf Trockensubstanz ........... 44y-%) 


' Es wurde auch in einigen Fallen versucht, die Abscheidung bzw. 
Anreicherung des Fluors statt mit Lanthanacetat mit Bariumchlorid zu 
erreichen. Abgesehen davon, daB das Bariumfluorid praktisch nicht voll- 
kommen unldéslich ist und auf diese Weise, besonders durch lingeres Aus- 
waschen, Verluste an Fluor eintreten kénnen, so stért auch bei der Destilla- 
tion das eventuelle Auftreten von gréBeren Mengen an Chloriden, bedingt 
durch zu wenig griindliches Auswaschen. Bei der Destillation mit konz. 
Schwefelséure entweichen in diesen Fallen gr6Bere Mengen Chlorwasserstoff, 
wodurch starkes Schiumen des Reaktionsproduktes, eventuell Uhber- 
schaumen desselben in die Vorlage eintritt. Ahnliche Beobachtungen 
konnten gemacht werden, wenn zur Neutralisation des stark alkalischen 
Auszuges der Kohle bei der Veraschung fiir die Jodbestimmung Salzsaéure 
verwendet worden war. 
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Fluorgehalt, bestimmt nach der Atzmethode: 


pro Kilogramm Frischsubstanz .......... . 104y 
berechnet auf Trockensubstanz .......... . 1257-% 


davon pro Kilogramm Frischsubstanz: 


ee ee ee ae ae ee ae a ee ee 
OS ene ee ee ee: | 


berechnet auf Trockensubstanz: 


SNE DO aks dS ee SS ea trees oo a eae 
stuseenitatehies Pitot 4. we i eH eee 6 ew BAK 


Fluorgehalt, bestimmt nach dem Destillationsverfahren (kolorimetrisch): 


pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 1200 
berechnet auf Trockensubstanz ........... 144y-% 
Kiichenzwiebel (Allium cepa, Familie: Liliaceae). Gekauft im Mai, 


stammend aus dem Burgenlande. Trockensubstanz: 15,8 ° 
Jodgehalt : 


pro Kilogramm Frischsubstanz ........... I18y 
berechnet auf Trockensubstanz ........... Iily-% 


Fluorgehalt, bestimmt nach dem Destillationsverfahren (kolorimetrisch): 
pro Kilogramm Frischsubstanz .......... . 4807 


berechnet auf Trockensubstanz .......... . 304 7-% 


Gartenbohne (Phaseolus vulgaris, Familie: Papilionaceae). Stammend 
aus Oberésterreich. 

Griine Bohnen (Buschbohnen). Trockensubstanz: 10,4°,. 
Jodgehalt : 

pro Kilogramm Frischsubstamz .....:...... 2y 
: berechnet auf Trockensubstanz ........... 203 
Fluorgehalt, bestimmt nach dem Atzverfahren: 

pro Kilogramm Frischsubstanz ........... GOO 

berechnet auf Trockensubstanz ........... 58} 

Reife Bohnen. 
Jodgehalt : 

pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 39 
Fluorgehalt : 

pro Kilogramm Frischsubstanz .......... . 100y 

Linse (Lens esculenta, Familie: Papilionaceae). Aus dem Wiener Handel 
stammend. 


Jodgehalt in Parallelbestimmungen : 


pro Kilogramm Frischsubstanz ..... . . 26 bzw. 3ly 
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Fluorgehalt, bestimmt nach der Atzmethode: 


pro Kilogramm Frischsubstanz . ......... . 10» 
Gavon eGureléeiches Pimor ... 1.5.1 2 ese es WY 
davon séureunlésliches Fluor ........... 55; 


Fluorgehalt, bestimmt nach dem Destillationsverfahren (kolorimetrisch) : 


pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 182? 


Gurke (Cucumis sativus. Familie: Cucurbitaceae). Stammend aus den 
Simmeringer Garten bei Wien. Trockensubstanz: 6,2 °,,. 


Jodgehalt : 
pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 58 
berechnet auf Trockensubstanz ........... Q94y7-", 


Fluorgehalt: ganz geringe Mengen, nur qualitativ nachweisbar. 


Tomate (Solanum lycopersicum, Familie: Solanaceae). Stammend aus 
Simmering bei Wien, geerntet im Juni. Trockensubstanz: 7.1 °,,. 
Jodgehalt : 


pro Kilogramm Frischsubstanz . ........ , 9 


berechnet auf Trockensubstanz ........... 66y-" 


Fluorgehalt: auch qualitativ kein Fluor nachweisbar. 


Kartoffel (Solanum tuberosum, Familie: Solanaceae). Stammend aus 
Tulln (weitere Umgebung von Wien). 


Jodgehalt : 
pro Kilogramm Frischsubstanz : 
ae eee eee ee eee | k 
im ungeschaélten Zustande. .......4.2.2.. 23 4 


Fluorgehalt: auch qualitativ kein Fluor nachweisbar. 

In einer friiheren Untersuchung (siehe erste Mitteilung) wurden fiir 
Kartoffeln gefunden. 
Jodgehalt : 

pro Kilogramm Frischsubstanz ........... 207 
Jodgehalt, aus zwei Parallelbestimmungen: 


pro Kilogramm Frischsubstanz : 


im geschélten Zustande. ......... 18 baw. 12y 
im ungeschaélten Zustande. ........ 25 , 30y 


Fluorgehalt: auch in diesem Falle konnte Fluor selbst qualitativ nicht nach- 
gewiesen werden. 
Tabak. Feiner tiirkischer Zigarettentabak der dsterreichischen Tabakregie. 


Jodgehalt : 


I ou ke we ee ee ee 


Fluorgehalt: kein Fluor nachweisbar. 
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Nicotiana rustica (Familie: Solanaceae). Aus dem Versuchsgarten des 
instituts. Getrocknet, unfermentiert. 
Jodgehalt : 

ee er A 


Fluorgehalt: kein Fluor nachweisbar. 


Tee (Camellia sinensis L., Familie: Theaceae). Sorten des Wiener Handels. 
Kongotee. 
Jodgehalt, aus zwei Parallelbestimmungen : 
pro Kilogramm Trockensubstanz: 
verascht im Muffelofen nach Fellenberg . . .. . . 350 y 
verascht tiber freier Flamme .......... . 363 
Fluorgehalt, bestimmt nach der Destillationsmethode: 
pro Kilogramm Trockensubstanz: 
verascht im Muffelofen nach Fellenberg . . . . . . 580y 
verascht iiber freier Flamme: 
Anreicherung des Fluors durch Fallung mit BaCl, . . . 580 y 
Anreicherung des Fluors durch Fallung mit Lanthanacetat 600 y 


Wasserextrakt des Tees, hergestellt als 10° iger AufguB aus 100g 
Kongotee. 
Jodgehalt : 

pro Kilogramm des wasserigen Auszuges. ..... . l64y 

pro Kilogramm des pflanzlichen Riickstandes. . . . . 192 y 
Fluorgehalt : 

pro Kilogramm des wasserigen Auszuges. . ... . . 380 

pro Kilogramm des pflanzlichen Riickstandes. . . . . 190 


~> 


Souchongtee. 


Jodgehalt : 
‘ pro Kilogramm Trockensubstanz ........ 


_ 
- 
— 
~1 
> 


Fluorgehalt : 
pro Kilogramm Trockensubstanz. ......... . 475» 
Kaffee (Coffea arabica L., Familie: Rubiaceae). Sorte des Wiener Handels. 
Ungebrannter Kaffee. 


Jodgehalt : 
pro Kilogramm Trockensubstanz. .......... W2y» 


Fluorgehalt : 
pro Kilogramm Trockensubstanz. . ........ . 250} 


Gerésteter Kaffee. 
Jodgehalt : 
pro Kilogramm Trockensubstanz. .......... S86 


Fluorgehalt : 
pro Kilogramm Trockensubstanz, ......... . 240 
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Wasserextrakt des gerésteten Kaffees, hergestellt als 10° ,iger AufguB aus 
100 g Kaffee. 


Jodgehalt : 
pro Kilogramm des wasserigen Auszuges ....... 3ly 
pro Kilogramm des pflanzlichen Riickstandes . . . .. 49 y 


Fluorgehalt : 

g 
pro Kilogramm des wasserigen Auszuges. . . . . . . L80y 
pro Kilogramm des pflanzlichen Riickstandes . . . . 0 y 


Geschdlter Reis (Oryza sativa L., Familie: Gramineae). Sorte des Wienet 
Handels. 
Jodgehalt : 

pro Kilogramm Trockensubstanz. . ......... 78 
Fluorgehalt : 


pro Kilogramm Trockensubstanz. . ......... «65y 


Wie aus den vorhin angefiihrten Zahlen hervorgeht, konnte neben 
Jod auch Fluor in den meisten Fallen, allerdings in den verschiedensten 
Mengenverhaltnissen gefunden werden. In den untersuchten Pflanzen 
und Pflanzenprodukten ist mit Ausnahme von Spinat, Gurke, Reis 
und Pflanzen aus der Familie der Solanaceen Fluor meist in gréBerer 
Menge vorhanden als Jod. Auffallend ist das Fehlen von Fluor bei den 
untersuchten Pflanzen aus der Familie der Solanaceen und die Unter- 
schiede in den Jodzahlen bei Tabak (unfermentierte getrocknete 
Blatter und als Rauchmaterial zubereiteter Tabak) und Kaffee. Die 
Frage, ob der Grund dieser Differenzen in der Zubereitung (Fermen- 
tation und Impragnierung) brew. RéstprozeB zu suchen ist, oder aber 
rein durch die Verschiedenheit der Sorten bedingt ist, mu vorlaufig 
dahingestellt bleiben. Die Méglichkeit eines Jodverlustes bei obigen 
Prozessen ist wegen der leichten Fliichtigkeit desselben nicht ganz von 
der Hand zu weisen. Man findet aber beim Vergleich der Jodzahlen 
mit den von anderen Forschern gefundenen in vielen Fallen ebenfalls 
erhebliche Differenzen, die unzweifelhaft auf die Einwirkung ver- 
schiedener auBerer und innerer Faktoren zuriickzufiihren sind. An eine 
eingehendere Prazisierung, insbesondere in der Frage des Vorkommens 
von Fluor kann in dieser Richtung wohl erst auf Grund eines bedeutend 
groBeren, systematisch durchgearbeiteten Versuchsmaterials heran- 
getreten werden. 

Zusammenfassung. 


Nach Mitteilung geringer Abainderungen bei der in der ersten 
Mitteilung! gebrachten Methodik des Jodnachweises werden zwei neue 


' Diese Zeitschr. 204, 62, 1929. 
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Verfahren fiir die Bestimmung geringer Mengen von Fluor in organischem 
Material beschrieben. Die beiden letzteren beruhen auf dem Uber- 
destillieren des Fluors als Silicitumtetrafluorid und Auffangen desselben 
in Natronlauge, wobei im Destillat im ersten Falle das Fluor nach der 
Atzmethode in Anlehnung an das in der ersten Mitteilung gebrachte 
Verfahren bestimmt wird, im zweiten Falle das Fluor indirekt aus dem 
auf kolorimetrischem Wege im Destillat ermittelten Siliciumgehalt 
errechnet wird. AnschlieBend werden die nach diesen Methoden er- 
mittelten Gewichtsmengen von Jod und Fluor in folgenden Nahrungs- 
und GenuBmitteln, zum Teil auch in deren wasserigen oder alkoholischen 
Ausziigen angegeben: Spinat (Sommer- und Winterspinat), Gartensalat 
Kiichenzwiebel, Gartenbohne, Linse, Gurke, Tomate, Kartoffel (ge- 
schalt und ungeschalt), Tabak, Tee, Kaffee (ungeréstet und geréstet), 
Leis, 
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Beitrige zur Kenntnis des Jodumlaufs in der Natur’. 


Von 


B. Bleyer, J. Schwaibold und B. Harder. 


(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie Miinchen.) 


(Eingegangen am 4. Mai 1932.) 


Die Ergebnisse einer gréBeren Anzahl von Untersuchungen haben 
zu der bekannten Jodmangeltheorie AnlaB und Begriindung gegeben. 
Wenn nach dieser Theorie iiberall dort, wo der Kropf endemisch auftritt, 
eine relative Armut an Jod in der unbelebten und belebten Natur 
mit dem Auftreten dieser Erkrankung einhergehen soll, wnd als eine 
wesentliche Ursache zu deren Entstehung anzusehen ist, so sind doch 
Beispiele bekannt geworden, die dem zu widersprechen scheinen. Man 
hat gefunden, daB Kropf, wenn auch nicht ausgesprochen endemisch, 
so doch verhaltnismaBig haiufig in manchen Gegenden vorkommt, 
die nicht als jodarm angesprochen werden kénnen, ferner da in einigen 
relativ jodarmen Landstrichen die Erkrankung wenig zu finden ist. 
Eine Erklarung dieser widersprechenden Befunde kann in dem Umstand 
zu suchen sein, daB auBer dem Jodmangel wahrscheinlich noch andere 
Ursachen fiir die Entstehung der vergréBerten Schilddriise vorhanden 
sind und daB bei dem groBen Umfang der in Frage kommenden Gebiete 
der Erde die bis jetzt durchgefiihrten Untersuchungen noch ein sehr 
lickenhaftes Material darstellen. Hierbei ist auch nicht zu tibersehen, 
daB infolge der Schwierigkeit des Gegenstandes manche Ergebnisse 
als nicht zuverlassig und gesichert angesehen werden kénnen. 

Wir haben in den Untersuchungen, die nachfolgend mitgeteilt 
werden, versucht, neues Material beizubringen, das geeignet sein kann, 
die Erkenntnisse auf diesem Gebiet weiterzufiihren und zu _ vervoll- 
standigen. 


1 28. Mitteilung zur Kenntnis des Jods als biogenes Element; 27. Mit- 
teilung, diese Zeitschr. 245, 218, 1932. 


SS Bb. Bleyer, J. Schwaibold u_ B. Harder: 


a) Untersuchungen iiber das Jodvorkommen in der Luft. 


Diese Untersuchungen wurden wesentlich unter dem Gesichtspunkt 
ausgefuhrt, den EinfluB der allgemeinen Wetterlage bzw. der jeweiligen 
Herkunft der Luftmassen auf deren Jodgehalt festzustellen. Der Ort 
des Abfangens der Luft war jeweils der gleiche und zwar 6 m iiber dem 
Erdboden inmitten der Stadt Miinchen, jedoch reichlich von freien 
Platzen umgeben. 

Zunachst sind noch Angaben iiber die Methodik der Isolierung 
des Jods aus der Luft vorauszuschicken. Bei dieser Isolierung, die durch 
Absorption mittels einer geeigneten Apparatur vorzunehmen ist, mu 
beriicksichtigt werden, daB das Jod in der Luft wahrscheinlich (sichere 
Angaben kénnen bis jetzt nicht gemacht werden) zu einem (geringeren) 
Teil als elementares Jod in Dampfform, zum Teil gebunden in festem 
Zustand in Form von Staub oder in den mikroskopischen Wasser- 
teilchen der Atmosphare gelést vorkommt. 


Im wesentlichen ist bisher eine von v. Fellenberg! ausgearbeitete 
Apparatur bekannt geworden*. Bei diesem Verfahren wird in ,,halbnasser“ 
Arbeitsweise absorbiert. indem die Luft durch mit Pottaschelésung ge- 
trankte Baumwollgaze in zahlreichen Lagen getrieben wird. Durch ge- 
trennte Untersuchung der zuletzt bestrichenen Lagen kann eine gewisse 
Kontrolle dariiber geiibt werden. ob der Absorptionsvorgang quantitatiy 
gefiihrt wird. Da aber die in der Luft vorhandenen Jodk6érper offenbar 
sehr verschiedener Natur sind, kann man so nicht rechnerisch auf die Héhe 
der nicht absorbierten Jodmenge schlieBen. Wir haben nun aus ver- 
schiedenen Griinden ein andersartiges Absorptionsverfahren ausgearbeitet ; 
neben sicherem und bequemerem Arbeiten erschien eine auf anderem Wege 
erhaltene Bestatigung der bisher bekannten Befunde erwiinscht. 

Sehr gleichmaBig lassen sich Gase durch eine Fliissigkeit bei deren 
Durchstr6mung in feiner Verteilung waschen. Wir haben friiher Versuche 
gemacht, die Absorption des ,,Luftjods** dadurch zu erreichen, daB die 
Luft durch eine Anzahl von Waschflaschen nach CGreiner-Friedrichs durch- 
gesaugt wurde, aie eine 0,1 bis 1° ige Pottaschelésung enthielten. Bei 
einer Strémungsgeschwindigkeit von '/, bis ?/,cbm in der Stunde waren 
aber auch in der Fliissigkeit der letzten von acht Waschflaschen noch 
meBbare Mengen von Jod enthalten, weshalb es als undurchfiihrbar an- 
gesehen werden mu8, aut diese Weise zu einer vollstaéndigen Absorption zu 
kommen. Es ist uns jedoch gelungen, eine Anordnung zu finden, mit der 
eine quantitative Absorption des Luftjods auf nassem Wege erméglicht wird. 

Die Apparatur ist folgendermaBen zusammengesetzt: Die zu unter- 
suchende Luft wird mittels einer Pumpe (Pharma-Olpumpe ., Pfeiffer‘) 
von 1,5cbm Stundenleistung, die durch Universalelektromotor angetrieben 
wird, zuerst zur Messung durch einen Trockengasmesser gesaugt und an- 
schlieBend in einem mit etwa | g Watte gefiillten Rohr von etwa 4 em Durch- 


' Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 152, 135, 1924. 

2 Nach einer Privatmitteilung hat H. Cauer ein Absorptionsverfahren 
auf nassem Wege mit Hilfe kleiner Volumina konzentrierter Absorptions- 
fliissigkeit ausgearbeitet. 
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messer (es wurde ein Filtrieraufsatz fir Goochtiegel benutzt) von Ru®B und 
Staubteilchen weitgehend befreit. Die Absorption erfolgt in zwei etwa 
40 cm hohen Glaszylindern von 10 em Durchmesser, die je mit etwa '/, Liter 
jodfreiem Wasser und 5 bis 6 cem gesattigter K,CO,-I.6sung beschickt sind. 
Zur intensiven Verteilung dienen zwei Filterplatten G, Schott von 8 cm 
Durchmesser, die mit Picein in eine vernickelte Metallfassung luftdicht 
eingekittet sind. Durch ein ebenfalls vernickeltes Messingrohr von 6 bis 
7mm lichter Weite erfolgt die Zuleitung der Luft unter die Filterplatte. 
Zu- und Ableitungsrohre sind mit einem Gummistopfen in die Zvlinder 
eingesetzt!. Das aus dem zweiten GefaB fiihrende Rohr miindet, um 
eventuell mitgerissene Fliissigkeitsmengen zuriickzuhalten, in eine Saug- 
flasche. Diese notwendige Auffangvorrichtung kann ersetzt werden durch 
ein mindestens 25mm weites Ableitungsrohr, das auBerdem noch nach 
Austritt aus dem Gummistopfen auf etwa 45 bis 50mm Durchmesser er- 
weitert sein muB, und dessen einer Schenkel zum Ablauf von Spritzern 
etwas schrag nach oben verlauft. Zur Herstellung der Gummiverbindung 
ist das obere Ende des Ansatzrohres entsprechend verengt. Zwischen 
dieser Absorptionseinrichtung und der Pumpe wird die wegen des Unter- 
druckes mit Wasserdampf angereicherte Luft durch ein mit CaCl, gefiilltes 
GefaB von '/, bis | Liter Inhalt geleitet. Auf diese Weise wird die nunmehr 
in die Pumpe eingesaugte Luft so getrocknet, da®B eine Emulgierung des 
Ols durch Wasser und ein dadurch auftretendes Nachlassen der Leistung 
der Pumpe verhindert wird. Das CaCl, kann durch Erhitzen in einer Blech- 
schale immer wieder regeneriert werden. Die oben angegebene Wassermenge 
bezieht sich auf einen stiindlichen Durchgang von etwa l ebm Luft. Fiir 
diese Leistung der Anlage erwies sich ein Zusatz von je 5 bis 6cem ge- 
sittigter K,CO,-Lésung als ausreichend. Wegen der anschlieBenden Aut- 
arbeitung sind im Interesse einer mdéglichst leichten und quantitativen 
Extraktion gréBere Pottaschemengen tunlichst zu vermeiden. Diese 
Extraktion wird entsprechend friiheren*® Angaben ausgefiihrt, nachdem 
die vereinigte und in einer Porzellanschale eingeengte Absorptionsfliissigkeit 
in der Platinschale entsprechend eingedampft ist. Mikroskopisch kleine 
Staubpartikelchen und ahnliches werden durch die Watte nicht zuriick- 
gehalten und gelangen in die Absorptiomsfliissigkeit. Deshalb wird der 
Trockenriickstand in‘ der Platinschale iiber einer kleinen Flamme bis zur 
Zerstérung dieser organischen Substanzen erhitzt. 

Wahrend bei den ersten Versuchen in einem dritten AbsorptionsgefaB 
immer noch Jod getunden wurde (meistens etwa 10°, der Gesamtmenge), 
gelang es durch Vorschalten der Watte, die Absorption in den zwei Zylindern 
quantitativ zu gestalten. Die Ursache liegt wohl darin, daB kleine jodhaltige 
RuB- und Staubteilchen sogar die Siebplatten durchwandern und in det 
dritten Flasche noch nachzuweisen sind. In der Tat wurden nach Auf 


' Es hat sich jedoch im Laufe der Versuche herausgestellt, daB das 
Picein von der Absorptionsfliissigkeit in sehr geringem Mabe gelést wird. 
Die dadurch bedingte lastige Schaumbildung und die Notwendigkeit, diese 
Spuren organischer Substanz in zeitraubender Behandlung zu zerstéren, 
lassen es geraten erscheinen, fiir weitere ahnliche Versuche Gaswasch- 
flaschen mit Gasfilterplatte G1 Schott von 2 Liter Inhalt zu empfehlen. 
Es ist damit zu rechnen, da8 dann bei gleichem Pottaschezusatz die durch- 
gehende Luftmenge auf 1,2 bis 1,5 cbm stiindlich gesteigert werden kann. 

2 26. Mitteilung. diese Zeitschr. 240, 441, 1931. 
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schluB der vorgelegten Watte in der Verbrennungsapparatur verhiltnis- 
maBig betrachtliche Mengen Jod gefunden, die zuweilen dem in den Absorp- 
tionsgefaéBen ermittelten Wert nahe- oder gleichkommen. In diesen Unter- 
suchungen wurde in jedem Falle der Jodgehalt der Watte ermittelt, doch 
kann gegebenenfalls darauf verzichtet werden. 

Die Ergebnisse aller in vorliegender Arbeit durchgefiihrten eigent- 
lichen Luftuntersuchungen sind unter meteorologischen Gesichts- 
punkten geordnet in Tabelle I zusammengestellt. 

Bei dem Versuch einer Auswertung der Ergebnisse der Tabelle | 
laBt sich unschwer erkennen, daB, wie zu erwarten war, in den kalteren 
Monaten der Jodgehalt der Luft erheblich absinkt. Diese Tatsache 
stimmt mit der allgemeinen Auffassung, daB das Jod zum Teil in elemen- 
tarem Zustand in der Atmosphare vorhanden ist, befriedigend tiberein ; 
denn der Dampfdruck, der hierbei als Ursache fiir das Erscheinen des 
Elementes in der Atmosphare angesehen werden mu, erleidet durch 
Temperaturschwankungen gleichsinnige Anderungen. 

Schwieriger erscheint es, bei den verschiedenen Luftkérpern deren 
Entstehung bzw. Herkunft und ihren Jodgehalt in Zusammenhang 
zu bringen. Der Jodgehalt des Meerwassers ist betrachtlich, und so hat 
die Anschauung, da8 das Festland und seine Vegetation in erheblichem 
MaBe durch die Meereswinde mit Jod versorgt wird, viel Wahrschein- 
lichkeit fiir sich. Man kénnte also bei maritimer Luftzufuhr ein An- 
steigen des Jodgehaltes erwarten. Das Gegenteil scheint der Fall zu 
sein. Nach unseren Untersuchungen fiihren die kontinentalen Luft- 
strémungen meist mehr Jod mit sich als die maritimen. 

Dieses Ergebnis ist zunachst iiberraschend und eine Erklarung 
nicht ohne weiteres ersichtlich. Wir méchten jedoch die Ursache darin 
sehen, daB einmal kontinentale Luftmassen gréBere Mengen an Staub- 
teilchen mit sich fiihren, da sie selten von Niederschlagen begleitet 
sind, und da aus dem gleichen Grunde ein Ubergang von Jod aus der 
Erdoberflache erleichtert wird. Andererseits verlieren maritime Luft- 
massen auf dem Wege tiber das Festland infolge von Niederschlagen 
einen Teil ihres Jods. Umfassenderen experimentellen Arbeiten muB 
es vorbehalten bleiben, diese auf Grund der vorliegenden Ergebnisse 
gemachten Uberlegungen zu erharten oder richtig zu stellen. 

Die absolute Héhe der gefundenen Werte mit ihrem Schwankungs- 
bereich von 0,09 bis 0,70 y in 1cbm kommt den Untersuchungsergeb- 
nissen anderer Autoren! nahe, von denen erstgenannter eine noch gréBere 
Schwankungsbreite erhalten hat (0,03 bis 2,54 y), bedingt durch wech- 
selnde Versuchsbedingungen, namlich der Héhe der Entnahme vom 





1 Th. v. Fellenberg, Ergebn. d. Physiol. 25, 235, 1926; H.Cauer, 
Zeitschr. f. d. ges. physik. Therapie 39, 10, 1930; Jahresber. d. Sonnblick- 
vereins 39, 17, 1930. 
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Tabelle I. 
Untersuchungen iiber den Jodgehalt der Luft, zusammengestellt unter 
Beriicksichtigung von GroBwetterlage und Jahreszeit. etwa 7m tiber dem 
Boden entnommen. 





Angesaugte 


Nr. Zeitpunkt des Versuchs Luftmenge Luftkérper y Jod chm 
in ebm 
1 28. Februar 1930 11,0 Kontinentalluft, in der 0.41 
Hohe fobnig 
2 3. Marz 1930 5,0 Kontinentalluft 0,70 
3 10. Marz 1930 6,6 js fobnig 0.45 
4 1. Juli 1930 6,0 Kontinental-Warmluft 0,28 
5 2. Juli 1930 6,0 Kontinentalluft 0,32 
6 3. Dezember 1930 9.0 Kontinental-Kaltluft 0,25 
7 12., 13., 14. Januar 1931 23,0 " ‘ 0,14 
0,11 (0,03) * 
8 18., 14., 15., 16. Mai 16,1 Maritime Luft 0,37 
1930 
9 7., 8, 10., 11. Nov. 20,0 ‘ Warmluft 0,09 
1930 
10 17. Januar 1931 8,5 ‘ - 0,10 
11 27. Juli 1931 12,0 ‘ ‘ 0,29 
fohnig 0,26 (0,03) 
12 11., 12. Marz 1930 8.0 Maritime Polarluft 0,35 
13 12. November 1930 9,0 i. Polarkaltluft 0,22 
14 18. November 1930 9,0 * : 0,09 
15 29. Juli 1931 16,0 . . 0,24 
0,22 (0,02) 
16 8., 9. 10. 12. Mai 15,3 Mischluft ** 0.51 
1930 - (maritim 
und polar) 
17 18., 19., 21., 22., 23. Juli 29.0 Mischluft 0,30 
1930 
18  25., 29. Juli 1930 12.5 - 0,15 
19 4., 5., 6. November 20,0 7 0,21 
1930 
20 | 25., 26., 27., 28. Marz 30,0 = 0,06 (0,06) 0,12 
1931 
21 23., 24., 25. Juli 1931 26,4 . 0,29 (0,03) 0,32 
22 8., 9. Oktober 1931 17,5 . 0,10 (0,06) 0,16 


* Die eingeklammerten Ziffern bedeuten die Jodwerte fiir die durch die Watte zuriick- 
gehaltenen Verunreinigungen. 

** Unter Mischluft verstehen wir die im Laufe der Dauerversuche durch eingetretene 
Anderung und Verschiebung der Wetterlage erfolgte Durchmischung der betreffenden Luftkérper 
Die Angaben iiber die jeweiligen Luftkérper erhielten wir durch freundliche Unterstitzung 
der bayer. Landeswetterwarte, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
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Erdboden bzw. der Seehdhe und der Verschiedenheit des lokalen 
Witterungscharakters. Einige an Badeorten mit jodhaltigen Solen 
(Goisern, Hall, Kreuznach) durchgefiihrte Untersuchungen! ergaben 
zum Teil wesentlich héhere Werte, die zweifellos durch Jodabgabe 
der Solen zustande kommen. 

Auf Grund all dieser Befunde kénnen wir sagen, daB der Jodgehalt 
der Luft in kontinentalen Gebieten sehr gering ist, indem er zwischen 
einigen Hundertstel und einigen Zehntel y in 1 cbm schwankt. Die 
Herkunft der Luft hat einen gewissen EinfluB auf die Héhe des Jod- 
gehaltes, doch ist er verhaltnismaBig gering. Ein kleinerer Teil des 
,,Luftjods* ist an Staubteilchen gebunden; er kann jedoch einen betracht- 
lichen Teil des Gesamtjods ausmachen, wenn dieses an sich niedriger 
als der Durchschnittswert ist. Es war aus technischen Griinden leider 
nicht médglich, eine Untersuchung der in Stidbayern manchmal auf- 
tretenden Féhnluft durchzufiihren. Es ware dies von Interesse fiir unsere 
Frage, da jene eine charakteristische Luftart ist und bei ihrem Auf- 
treten bei einem Teil der Bevélkerung nervése Erscheinungen auftreten, 
die eine gewisse Ahnlichkeit mit den Folgen von hyperthyreoiden Vor- 
gingen haben. Es ist die Vermutung geiubert worden, daB die Féhnluft 
méglicherweise einen besonders hohen Jodgehalt fiihren kénnte, der 
diese Erscheinungen auf dem Wege einer Hyperthyreotoxikose ver- 
ursachen kénnte. Doch gibt die Kleinheit des in den verschiedensten 
Luftkérpern, darunter solchen mit Féhneinschlag, festgestellten Jod- 
vorkommens der Annahme eines derartigen Vorganges keine Stiitze 
und es scheint die angefiihrte Wirkung der Féhnluft anderer Art zu sein 


b) Untersuchungen iiber den Jodgehalt von Niederschligen. 


Die Niederschlige, vor allem Schnee und Regen, sind ein bedeut- 
saines Glied der atmospharischen Erscheinungen und daher durch viele 
Beziehungen mit der Atmosphare selbst verkniipft. Is wurde deshalb 
am gleichen Orte, an dem die Untersuchungen tiber die Atmosphire 
ausgefiihrt wurden, eine Reihe von Niederschlagsproben in geeigneter 
Weise und unter charakteristischen Entstehungsbedingungen  ge- 
sammelt und untersucht, um die bei den Luftjodbestimmungen er- 
haltenen Ergebnisse zu erginzen. Es folgt in der Tabelle II eine 
Zusammenstellung mit den notwendigen Angaben iiber die untersuchten 
Proben. 

Hinsichtlich der Methodik ist zu bemerken, daB die nétige Pottasche- 
lésung dem Schnee vor dem SchmelzprozeB zugesetzt etwa 10 Tropfen 
der gesittigten Lésung in geniigend jodfreiem Wasser im Schnee verieilt 


1 H. Wagner, Wien. med. Wochenschr. 79, 1085, 1929; Th. v. Fellenberg, 
diese Zeitschr. 224, 176, 1930; H. Cauer, 1. c. 
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Tabelle Il. 


Die atmospharischen Niederschlage. 





Art des , F 
Nr. Nieder- Datum y Jod Bemerkungen 
schlages der Entnahme im Liter 
1 Schnee 7. ID. 1930 2.1 Frisch gefallen, nach mehrstiindigem 
Schneefall, von der Oberflache 
2 ” 21. II. 1930 6,2 Schnee vom 7. Februar 1930. Entnahme 
einer Durchschnittsprobe. 
3 ® 37. &. 1930 4.9 Durchschnittsprobe 
(1,3) 
4 - 21. Ill. 1931 0,9 Ende Februar gefallen. Entnahme einer 
Durchschnittsprobe 
2,2 
5 Regen 15. V. 1930 0.9 Aufgefangen nach tagelangem Dauer- 
regen. 
6 “ 10. X. 1930 2.6 Dasselbe. 
7 . 21. X. 1930 18.4 Aufgefangen bei Beginn des Regenfalles 
Ss ™ 238. X. 1930 3.0 Aufgefangen bei Ende des Regenfalles. 


und letzterer moglichst bei Zimmertemperatur vorgenommen wird. Die 
weitere Verarbeitung und die Feststellung des Jodgehaltes erfolgte in der 
iiblichen Weise, wie es auch frither' schon angegeben wurde. Im allgemeinen 
wurde jedoch nach dem Einengen der urspriinglichen Fliissigkeit nicht 
filtriert, mit Ausnahme von Probe 4, bei der der Filterriickstand fiir sich 
untersucht wurde. 

Wegen der vielfach wechselnden Bedingungen bei der Entstehung 
der Niederschlage muBte vor allem auf méglichst iibersichtliche Ver- 
haltnisse besonderes Augenmerk gerichtet werden, um aus den Unter- 
suchungen einen befriedigenden Einblick in die Bewegung des Jods 
durch die Niederschlige zu gewinnen. Es ist zunachst offensichtlich, 
daB die Werte 5,6 und 8 infolge ihrer gleichen GréBenordnung zu dem 
SchluB berechtigen, daB nach gréBeren und langdauernden Regenfillen 
ein gewisser Gleichgewibhtszustand erreicht wird. Vielleicht ist die 
Deutung gestattet, daB die Auswaschung der Luft durch Regen nur 
bis zu einer gewissen Grenze geht, oder daB bei dem hohen Dampfdruck 
des Elementes die Wassertropfen das aufgenommene Jod schon waihrend 
des Fallens zum Teil wieder abgeben. Dann mu bei den Bedingungen 
des Schneefalles wegen der tieferen Temperaturen mit einer weit- 
gehenderen Entfernung des ,,Luftjods aus der Atmosphare gerechnet 
werden. Tatsachlich steht das Resultat von 1 mit dieser Auffassung 
im Einklang insofern, als hier schon nach einigen Stunden der niedrige 
Wert von 2,1 y je Liter erreicht wird. Es bleibt jedoch immer zu beriick- 
sichtigen, daB die Intensitat des Jodkreislaufs im Winter an sich schon 
stark herabgesetzt erscheint. Die Durchschnittsproben 2 und 3 mit 
ihren relativ hohen Jodmengen und die lange gelagerte Durchschnitts- 


' J. Schwaibold, Zeitschr. f. analyt. Chem. 78, 172, 1929. 
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probe 4, bei der gerade im Sinne der angestellten Uberlegung mit einem 
erheblichen Verdampfungsverlust gerechnet werden mu, fiigen sich 
ohne Widerspriiche diesen Vorstellungen ein. Analog den Befunden 
bei der Luftabsorption zeigen die bei Nr. 4 vor dem Eindampfen ab- 
filtrierten und getrennt untersuchten Verunreinigungen des Schnees, 
die im wesentlichen aus RuB und Staub bestanden, einen betrachtlichen 
Jodgehalt. Der hohe Wert von 7 muB ebenfalls groBenteils auf derartige 
Verunreinigungen zuriickgefiihrt werden, da hier die Beimengungen 
in der Platinschale zusammen mit dem Riickstand des Wassers auf- 
geschlossen wurden. Da die Atmosphare durch die Niederschlage 
weitgehend von diesen jodfiihrenden Fremdkérpern befreit wird, 
fiigen sich die Ergebnisse von 1, 5, 6 und 8 auch in diese Zusammen- 
hange ein. 

Das Wesentliche der Ergebnisse zusammenfassend, kann man sagen, 
daB die atmospharischen Niederschlage betrachtliche Mengen des in 
der Atmosphare sich befindenden Jods mit sich auf die Erdoberflaiche 
niederschlagen. 


¢) Untersuehungen iiber den Jodgehalt von Grundwasser aus verschiedenen 
geologischen Formationen. 

Wie sich im Verlauf der Arbeit die Untersuchungen iiber die Nieder- 
schlage denjenigen tiber die Atmosphare anschlossen und sich erganzen 
sollten, so wurden weiterhin noch Untersuchungen tiber Grundwasser 
ausgefiihrt. Um auch hier wieder méglichst klare und tibersichtliche 
Verhaltnisse zu gewahrleisten, wurde besonderer Wert darauf gelegt, 
Wasserproben zu erhalten, deren Herkunft sicher bekannt war. Hierzu 
eigneten sich besonders Brunnen mit einer Wasserentnahme aus be- 
stimmten geologischen Formationen. Es kamen im allgemeinen nur 
Tiefbrunnen! in Frage. 


Die nachfolgende Tabelle III gibt eine genaue Kennzeichnung 
der untersuchten Wasser, geordnet nach ihrer Herkunft in geologischer 
Hinsicht. Sie enthalt ferner die Werte der Abdampfriickstande und die 
Ergebnisse der Jodbestimmung. Die Jodwerte sind innerhalb der ver- 
schiedenen Formationen nicht ganz einheitlich, doch liefern im all- 
gemeinen Tertidr, brauner und schwarzer Jura, Rat und Muschelkalk 
ziemlich jodarmes Wasser. Dagegen wird von Wasser aus weiBem Jura, 
Keuper, Lettenkeuper und Buntsandstein reichlicher Jod mitgefiihrt 
Bei Kreide liegt ein Wasser mit verhaltnismaBig hohem Jodgehalt 
vor. Leider konnten aber nur zwei Brunnen aus dieser Schicht aus- 


1 Bei deren Auffindung war die Mithilfe des Bayerischen Landesamtes fiir 
Wasserversorgung durch Herrn Oberregierungsrat Dr. L. Reuter von be- 
sonderem Wert, wofiir auch an dieser Stelle der beste Dank ausgesprochen sei. 
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Tabelle I1l. 


Natur. 


Das Jodvorkommen in Wasser von Brunnen aus marinen 


und brakischen Gesteinsformationen. 











Nr 


3 


Formation Ort 
Tertiar Minchen 
(priv. Tiefbrunnen) 
Ebenda 


Dachau (0.-B.) 
Freising (0.-B.) 
Neumarkt a. d. Rott 
(0.-B.) 
Aichach (0.-B.) 


Kreide Wackersdort 
b. Schwandorf (Opt. ) 
Moosham b. Regensburg 


WeiBer Jura Donauworth 
(artes. Tiefbrunnen) 
Kareth b. Regensburg 
Wellheim (B. A. Eichstatt) 
Amberg (Amertal) 
Ingolstadt (Krauthigel) 
Abensberg (N.-B.) 
Brauner und Amberg 
schwarzer Jura - | Ursprung 
und Rat cs | Quellgebiet 


Ebern (Obf.) 
Ellingen b. Weibenburg 
Keuper Stein b. Narnberz 
Roth b. Nirnberg 
Réthenbach b. Lauf 
Nordlingen i. Ries 
Hersbruck 
Wassertriidingen 
(Mfr. ) 
Gaustadt b. Bamberg 
Konigshofen (Ufr.) 
Hassfurt (Ufr.) 
Muschelkalk Heidingsfeld b. Wiirzburg 
Mannerstadt (Ufr.) 
Kitzingen a. Main 


Lettenkeuper 


Gerbrunn 
Werneck (Ufr.) 


Buntsandstein Nordlingen b. Kissingen 
Pirmasens (Pfalz) 
Kaiserslautern 
Thingersheim b. Wiirzburg 
Friedelsheim (Pfalz) 


Brunnen- 
tiete 
in m 


60 


96 
80 
30 
61 
40 
43 


69 
30 


62 


70 
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70 
100 
100 

74 
100 
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70 

30 

9 

12 

15 
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40 

50 

93 

80 

80 

100 
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rickstand 
im Liter 
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findig gemacht werden, so daB die weit auseinanderliegenden Ergebnisse 
weder nach der einen noch der anderen Seite hin erginzt werden konnten. 
Man findet zwar im Schrifttum Hinweise darauf, dafB Abdampfriickstand 
und Jodgehalt eines Wassers einander entsprechen sollen, doch kann 
aus unseren Untersuchungen eine derartige Proportionalitat nicht ent- 
nommen werden. Ganz im Gegenteil zeigen sich innerhalb der einzelnen 
Gruppen meistens bedeutende und durchaus willkiirliche Abweichungen 
von dieser Annahme. Auch ein Vergleich der Formationen unter- 
einander lat leicht erkennen, daB die Ergebnisse sich einem derartigen 
Schema nicht einordnen lassea. In dieser Hinsicht besonders augenfallig 
ist die Gegeniiberstellung der Wasser aus Muschelkalk mit durchweg 
hohem Abdampfriickstand und vergleichsweise sehr geringem Jodgehalt 
und der Proben aus dem Weifjuragebiet mit ihren héheren Jodwerten 
und kleinerem Abdampfriickstand. Es scheinen sich jedoch gewisse 
Beziehungen zur Kropffrage anzudeuten in der Richtung, daB méglicher- 
weise hoher Abdampfriickstand (Kalkgehalt) und geringer Jodwert 
eines Wassers einem Auftreten dieser Krankheitserscheinung férderlich 
ist. Leider war es aus Mangel an ausreichendem, geniigend gesichertem 
statistischen Material nicht méglich, diese Annahme in wiinschens- 
werter Weise zu belegen. 


d) Untersuchungen iiber den Jodumlauf durch FluBwisser. 


Als ein guter Wertmesser des Jodkreislaufes eines Gebietes er- 
scheint auch der Jodgehalt der Fliisse. Der Jodgehalt der Niederschlage, 
aus denen die Fliisse letzten Endes gespeist werden, diirfte aber nur 
mehr von geringfiigigem EinfluB auf das Jodvorkommen in den Fliissen 
sein, sondern letzteres mu8 im wesentlichen als abhingig von den Boden 
und Gesteinen betrachtet werden, durch die die in Frage kommenden 
Quell- und FluBsysteme flieBen. So kénnen aus der Kenntnis der 
Jodmengen, welche die FluBwisser eines Landes fiihren, gewisse Riick- 
schliisse auf den Jodhaushalt des betreffenden Landes selbst gezogen 
werden. 

Das bayerische Gebiet siidlich der Donau weist ein sehr charak- 
teristisches, gut gegliedertes und iibersichtliches FluBsystem auf. 
Es besteht aus einem in der Ost-Westrichtung die nérdliche Grenze 
bildenden HauptfluB, der Donau, die im Oberlauf aus den Gewissern 
verhaltnismafig ebener Gebiete gebildet, andererseits von einer Anzahl 
bedeutender, von Siiden her aus dem Gebirge kommender Zufliisse 
gespeist wird. Dieses FluBgebiet wurde nun eingehend untersucht, 
wie aus der Zusammenstellung der Ergebnisse in Tabelle [IV hervorgeht. 
wo auch die Orte der Wasserentnahme mitgeteilt werden. Um méglichst 
klare und sichere Grundlagen zu erhalten, wurde die Probenahme in 
der Weise durchgefiihrt, da8 nach einer mehr als achttigigen Hoch- 
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Tabelle 1V. 


Das Jodvorkommen in FluBwasser bei Hochdruckwetterlage vom 26. No- 
vember bis 6. Dezember 1930. Entnahme aller Proben am 4. Dezember 1930. 





y Gesamtjod im Liter 





Nr. Name des Flusses 
Oberlauf Mittellauf Unterlauf 

1 Iller 0,4 0.8 
2 Lech 0,6 -- 0,7 
3 Isar 0,6 0,9 1,2 
4 Vils — -- 2,7 
5 Inn 0.5 -- 1,0 
6 Salzach — - 0.9 
7 Donau 1,8 1,8 1,4 


Die jeweiligen Orte der Entnahme waren: 





Oberlauf Mittellauf Unterlauf 

Iller Fischen b. Oberstdorf Wiblingen b. Ulm 
Lech Fiissen - Genderkingen 

Isar Mittenwald Miinchen Plattling 

Vils _ - Vilshofen 

Inn Kiefersfelden — Neuburg-Dommelstade 
Salzach = ~ Burghausen 
Donau Wiblingen b. Ulm Kelheim Vilshofen 


Die Bezeichung Oberlauf, Mittellauf und Unterlauf bezieht sich auf die 
Teilstrecke der Fliisse innerhalb Siidbayerns. 


druckperiode mit ausgesprochener Schénwetterlage an allen Stellen 
am gleichen Tage die Proben entnommen wurden. Es konnte auf diese 
Weise damit gerechnet werden, da iiberall ein einheitliches, gleich- 
maBiges und charakteristisches Wassermaterial zur Untersuchung 
gelangte. 


Die gefundenen Werte sind, wie man erwarten konnte, alle ver- 
haltnismaBig niedrig und durchweg geringer als die Untersuchungs- 
ergebnisse der Grundwisser. Mit Ausnahme der Donau ist tberall 
ein fortschreitendes Ansteigen des Jodgehaltes nach dem Mittel- und 
Unterlauf zu gegeniiber dem aus alpinen Zufliissen gespeisten Oberlauf 
festzustellen. Diese Tatsache ist darauf zuriickzufiihren, da} die aus- 
gesprochene Jodarmut der Gebirgswasser durch Zufuhr von dem jod- 
reicheren Wasser der Zufliisse aus der Ebene allmahlich kompensiert 
wird. Ein gutes Beispiel fiir den relativ hohen Jodgehalt eines Flach- 
landflusses, der dazu noch teilweise anmooriges Gelainde beriihrt, bietet 
die Vils. Die Sonderstellung der Donau erhellt aus der Tatsache, daB 
ihr anfanglich gréBerer Jodgehalt durch den Zustrom der Nebenfliisse 
verdiinnt wird. 


Biochemische Zeitschrift Band 251. 
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e) Untersuchungen iiber den Jodumlauf im Abwasser (Miinchen), 


Unter den Vorgiingen, die das Jod in der Natur bewegen, ist der 
durch das GroBstadtabwasser bewirkte Jodumlauf wohl der umfang- 
reichste unter denen, die, vorwiegend kulturbedingt, Schliisse auf den 
Jodumlauf zulassen, soweit er im weitesten Sinne unmittelbar mit dem 
Menschen zusammenhangt. Wenn in diesem Falle auch eine Bilanz 
kaum aufgestellt werden kann, so ergibt eine derartige Untersuchung 
doch einiges Wissenswertes sowohl durch absolute Zahlen als durch 
Vergleichsméglichkeiten verschiedener Orte. Uber das Berliner Abwasser 
liegen eingehende Untersuchungen von Kéhler! vor. Danach sind 
im Jahre 1927 von GroBberlin insgesamt etwa !/, Milliarden Kubikmeter 
Abwasser abgeflossen. Bei einem auf Grund der Untersuchungen 
errechneten mittleren Jodgehalt desselben von etwa 45 y im Kilogramm 
sind mit dem Abwasser in diesem Jahre etwa 11000 kg Jod abgegeben 
worden, deren gréBerer Teil wohl den Fakalien und dergleichen Abfillen 
und daher letzten Endes den verbrauchten Lebensmitteln entstammt. 
Nach einer guten Entschlammung in den Klaranlagen befindet sich 
das im Abwasser vorhanden gewesene Jod vorwiegend im Schlamm, 
wobei jedoch der gréBte Teil — 60 bis 70°, — durch Entweichen in 
die Luft verloren geht. Nach diesen Untersuchungen tritt ferner durch 
Lagern des Schlammes ein weiterer betrachtlicher Jodverlust ein. Eine 
der Berliner Klaranlagen, die etwa ein Achtel der gesamten Abwiisser 
aufnimmt, hat 1928 eine Schlammenge erzeugt, die etwa 14,58 kg 
Jod enthielt und fiir Diingezwecke Verwendung fand. Fiir ganz Berlin 
ist demnach 116,64 kg Jod im Diingeschlamm anzunehmen. 

Mit Riicksicht auf diese Befunde haben wir verschiedene Schlamm- 
proben der Miinghener Klaranlage untersucht*®.  Tabelle V_ enthalt 
die Ergebnisse. 

Tabelle V. 


Bestimmung des Jodgehaltes von Abwasserschlamm der Stadt) Miinchen. 





Dauer der Wassergehalt | JOdeehalt 
Schlamm Einwage Verbrennung bei 100 bis 105° C Frische Trocken- 
gelagert ermittelt Substanz substanz 

g Min. 5 ¥~°/o x-%o 
7. { 29.2 60 oar (| 24.9 141.8 
4Tage {| 25,7 65 S245 1] = 988 133.0 
— | 25,7 62 72 29,4 139,3 
6 Wochen 948 60 78.90 315 1493 
32.0 78 or 59,2 214.5 

9 | 32, ‘ 23 2 U 
2Jahre 1) 300 70 fapt 60.5 218.9 


1 R. Kohler, Mitteilungen aus d. Laboratorien d. PreuB. Geol. Landes- 
anstalt, Heft 11. 1930. 

2? Fir das Entgegenkommen des Miinchener Tiefbauamtes, Abt. f. 
Kanalisation, danken wir an dieser Stelle bestens. 
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Die Untersuchung geschah nach der friiher angegebenen Methode! 
durch Verbrennung in Sauerstoff, ohne das das Material irgendwie 
vorbehandelt worden war. Zur weiteren Orientierung sind auch die Ver- 
brennungszeiten und der Wassergehalt der Substanzen angegeben. Es 
ist zunachst ersichtlich, daB das Miinchener Abwasser einen Schlamm 
von nicht unbetrachtlichem Jodgehalt liefert. Da das urspriingliche 
Wasser des Miinchener Leitungsnetzes sehr jodarm ist — 1 bis 2 y im 
Liter —, stammt der Jodgehalt des Schlammes praktisch ganz aus den 
Fakalien und Abfallen. Im Gegensatz zu den in Berlin gemachten Fest- 
stellungen scheint hier offenbar durch Lagerung des Schlammes nicht 
nur nicht eine Verarmung desselben einzutreten, sondern sogar eine An- 
reicherung infolge Verringerung der organischen Substanz durch Zer- 
setzung, wobei sich das Jod nicht oder nicht in gleichem MaBe ver- 
fliichtigt. Mé6glicherweise ist das verschiedene Verhalten des Schlammes 
in Berlin und Miinchen durch Unterschiede in der Reaktion bedingt. Da 
hieriiber bei ersterem keine Untersuchungen vorliegen, ist ein Vergleich 
nicht méglich gewesen. Nach den Diingungsversuchen, die Adéhler vor- 
genommen hat, ist auch bei dem Miinchener Schlamm neben den 
quantitativ wesentlichen Diingewerten eine verbesserte Jodversorgung 
der Pflanzen anzunehmen, die auf den schlammgediingten Béden an- 
gebaut werden. 

Fiir Miinchen errechnet sich bei einer gesamten Schlammenge 
von 5800 t (Trockensubstanz) im Jahre 1930 ein Jodgehalt von 8,23 kg 
in dieser Masse. Nach diesen Berechnungen scheint es, als ob in Miinchen 
eine relativ viel geringere Menge Jod mit dem Schlamm anfiallt, was 
gleichbedeutend damit wire, daB die relative Schlammausbeute in 
gleichem Mabe geringer ist, da gréBenordnungsmabig der Jodgehalt 
im Schlamm, bezogen auf die Trockensubstanz, nach den beiderseitigen 
Untersuchungen der gleiche ist. Da aber die Ausbeute an gebrauchs- 
fertigem Diingeschlamm, wie sich aus den Feststellungen der Werke 
ergibt, praktisch dieselbe ist, so ist die Differenz, die sich beziiglich 
der Jodmengen ergibt, auf Unstimmigkeiten der Wassergehalte und 
ahnlichem bei der Berechnung der Berliner Werte zuriickzufiihren. 
Das wesentliche Ergebnis ist, daB der Schlamm, der in Berlin anfiallt, 
praktisch die gleichen Jodwerte aufweist wie derjenige von Miinchen, 
trotzdem der Wasserverbrauch in letzterer Stadt wesentlich héher 
und das Abwasser entsprechend verdiinnter ist. Einen Vergleich hin- 
sichtlich der Héhe des Jodspiegels in der Lebenshaltung der Bevélkerung 
der beiden Stadte gestatten die beiden Untersuchungen im gegen- 
wartigen Stadium nicht, wobei besonders noch darauf hinzuweisen 


1 J. Schwaibold u. B. Harder, diese Zeitschr. 240, 441, 1931 (25. Mit- 
teilung). 
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ist, daB die damit zusammenhaingenden Berechnungen wegen der 
Unsicherheiten bei der Probenahme, insbesondere beim Rohabwasser, 
mit erheblichen Fehlern behaftet sein kénnen. 


Zusammenfassung. 

Mit einer neuartigen Apparatur, die beschrieben wird, wurde der 
Jodgehalt von Mischluft und einer gréBeren Anzahl von Luftkérpern 
verschiedener Herkunft untersucht. Es ergab sich durchweg ein sehr 
geringer Jodgehalt, der im allgemeinen bei maritimer Luft niedriger 
war als bei kontinentaler Luft. Es konnte unterschieden werden 
zwischen Jod, das an Staubteilchen gebunden ist und solchem, das gas- 
formig oder in dem in der Luft enthaltenen Wasser gelést vorkommt. 
Im Winter war der Jodgehalt der verschiedenen Luftkérper niedriger 
als im Sommer. 

Die Untersuchungen von Niederschlagen, Regen und Schnee, 
haben ergeben, daB diese betrachtliche Mengen des in der Atmosphare 
enthaltenen Jods auf die Erdoberfliche niederschlagen. Da zu Beginn 
des Niederschlages Regen und Schnee verhaltnismaBig jodreich sind, 
bei einiger Dauer aber die Jodwerte bald bis zu einer gewissen unteren 
Grenze absinken, so verhalt es sich offenbar so, daB das Jod durch die 
Niederschlige aus der Atmosphare weitgehend entfernt wird, ein 
Rest jedoch sich erhalt, der wohl auf Wiederverdampfung zuriick- 
zufiihren ist. 

Auf Grund systematischer Untersuchung zahlreicher Grundwisser 
aus bestimmten geologischen Formationen kann gesagt werden, dal 
wei8er Jura, Keuper, Lettenkeuper und Buntsandstein ein Wasser 
mit etwas reichlicherem Jodgehalt ergeben, wihrend dieser bei Wasser 
von Tertidr, braunem und schwarzem Jura, Rat und Muschelkalk 
niedriger ist. Die Menge der gelésten Bestandteile geht nicht mit dem 
Jodgehalt parallel. Bei Muschelkalk sind erstere besonders hoch und 
letzterer sehr gering. 

Das FluBsystem Siidbayerns wurde unter geeigneten Voraus- 
setzungen untersucht. Es ergab sich, daB die aus den Alpen kommenden 
Gewasser sehr jodarm sind. Ihr Jodgehalt steigt etwas im weiteren 
Verlauf durch jodreichere Zufliisse aus dem Flachland. 

Die Untersuchung des Abwasserschlammes der Stadt Miinchen 
ergab einen ahnlichen Jodgehalt wie bei demjenigen von Berlin. Wegen 
der groBen Verschiedenheiten der Abwasserverhaltnisse, den Unsicher- 
heiten bei der Probenahme und anderen Schwierigkeiten lassen sich aus 
den bisherigen Ergebnissen Vergleiche hinsichtlich des ,,Jodumsatzes** 
der beiden Stadte nicht ziehen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen sind im all- 
gemeinen als eine Stiitze der Jodmangeltheorie anzusehen. 
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Zur Kenntnis der oligodynamischen Silberwirkung. 


Von 


Friedrich L. Hahn. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 9. Mai 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


C. Egg und A. Jung haben die Frage iiberpriift (1), ob die Kon- 
zentration der Silberionen fiir die baktericide Wirkung! maBgebend 
ist oder spezifische Einfliisse in der Bereitungsart der Silberlésungen 
liegen kénnen. 

Sie finden. daB gleich konzentrierte Lésungen gleiche Wirkungen haben, 
unabhangig davon, ob sie aus metallischem Silber oder den verschieden 
artigsten leicht oder schwer léslichen Silbersalzen hergestellt sind. Daraus 
ziehen sie den SchluB, daB einfach die Konzentration der Silberionen fii 
die baktericide Wirkung maBgeblich sei, und diesen Schluf stiitzen sie 
weiterhin durch einen recht interessanten Versuch: Sie setzen den Silber- 
lésungen Cyanid zu, wobei sich bei gleichbleibender Gesamtkonzentration 
an Silber die Konzentration an Ag’-lonen vermindern mu, da das komplexe 
Anion [Ag(CN),]’ entsteht. Tatsaéchlich finden sie in cyanidhaltigen 
Lésungen eine Abnahme und schlieBlich Aufhebung der baktericiden 
Wirkung; daB die angewandten Cyanidkonzentrationen an sich ohne EinfluB 
sind, ist selbstverstaéndlich festgestellt worden. 

In diesen Versuchen sehen die Verfasser eine Stiitze fiir ihre Ansicht, 
daB die baktericide Wirkung proportional der Konzentration an Ag - 
fonen ist; hierbei jedoch ist ihnen ein Trugschlu8 unterlaufen. Cyanid- 
zusitze erniedrigen namlich die Konzentration der Silberionen ganz 
auBerordentlich stark; es hatte daher in cyanidhaltigen Lésungen, die 
nach Egg und Jung noch voll baktericid wirksam waren, diese Wirkung 
bereits véllig oder fast véllig verschwunden sein miissen, wenn die 
Konzentration der in der Lésung vorhandenen Ag -Ionen fiir die 
baktericide Kraft allein maBgeblich ware. 


1 Auf Bacterium Coli. 


102 F. L. Hahn: 


Die Komplexkonstante des Silber-Cyanidkomplexes ist 
C y Céx: 
ne ame D2, 

Chag(@N)o)' 
Xechnet man mit diesem Wert die Konzentration der Silberionen in 
den Lésungen aus, so kommt man zu ganz unmdglich kleinen Zahlen 
Dies Verfahren ware aber sicher unzulassig, denn es setzt voraus, dal} 
die Konzentration der CN’-lonen in den Lésungen gleich der Kon- 
zentration des zugegebenen Cyanids 
17 





|_| | berechnet ist, und diese Bedingung kann nicht 
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erfiillt sein, da die Cyanidionen 
nach CN’ + H,O ~ HCN + OH’ 
weitgehend hydrolysiert sein miissen 
ae sind Wir haben deshalb_ destilliertes 
i Ee: Se ee, Se a Wasser anteilweise mit Silberlésung 
=e bekannten Gehalts  versetzt, bis 
| geass die von Egg und Jung errechnete 
——}—— Konzentration von rund 60 y, Lite: 
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a oe ae an Ag’ erreicht war, und dann be- 











> Fv 5S 6OT 8 9 0 kannte Mengen Cyanid zugefiigt und 
Coy’ in beiden Teilen des Versuchs den 
C ‘ rae . 
Gesamt-Ag Anstieg und darauf die Verminde- 
Abb. 1. 
Die Kurven geben den (uotienten , s . 
aus Silberionenkonzentration durch potentiometrisch verfolgt. Die Ab- 
Gesamtsilberkonzentration (507/1), — hildung gibt das Verhiltnis Silber- 
logarithmisch aufgetragen als Funk- x : “ . 7 
tion des Verhiltnisses Cyanid : Ge- ionenkonzentration: Gesamtsilber- 
samtsilber. Die berechnete Kurve |onzentration als Funktion des 
vernachlissigt die Hydrolyse. Die é . , 
Messung zeigt, daf bei 5Mol. Cyanid Verhaltnisses Mol Cyanid: Mol Ge- 
auf 1 Mol. Silber nur noch !);,99 des 
vorhandenen Silbers als Ag-Ion in 
Lésung ist. der Komplexkonstante errechnete 


s 
~“ 


rung der Silberionenkonzentration 


sam‘silber; zum Vergleich ist die aus 


theoretische Kurve eingetragen. Wie 
weitgehend die Cyanidionen nach der oben gegebenen Gleichung durch 
Hydrolyse vermindert werden, hangt von Nebenumstanden, z. B. 
Kohlensiuregehalt des verwendeten Wassers ab. Es ist also nicht er- 
wiesen, daB die Verhaltniszahlen bei den Versuchen von Egg und Jung 
genau die gleichen gewesen sein miissen wie die von uns gemessenen: 
diese Unsicherheit aber ist viel geringer als die Effekte, um die es sich 
hier handelt. 

Xechnet man fiir die cyanidhaltigen Versuche die Silberkonzentra- 
tionen nach unseren Messungen auf Silberionenkonzentrationen um und 
vergleicht man nun die Werte mit den in cyanidfreien Lésungen er- 
haltenen, so ergibt sich, dafB in den cyanidhaltigen Sterilisation schon 


bei einem Silberionengehalt eintrat, der nur einen kleinen Bruchteil 
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Tabelle. 


Die Tabelle gibt die Silberionenkonzentrationen, die fiir eine bestimmte 
Wirkung in reiner und in cyanidhaltiger L6sung erforderlich waren. Versuche 
von Egg und Jung; die cyanidhaltigen Lésungen nach der Kurve auf Kon- 


zentrationen an Ag’-lonen umgerechnet. 





Cyanidfrei nach Std. Cyanidhaltig nach Std 
6 24 48 Erforderlich zur 6 "4 48 
y/Liter y Liter y/Liter y Liter y Liter y Liter 
15 15 6 deutlichen Hemmune 01 < 0,1 ~- 
45 30 25 starken 7 05 0,5 < 0,5 
100 45 38 sicheren Sterilisation 04—2 01 0,1 
des in cyanidfreien Lésungen erforderlichen Gehaltes betragt. Auf 


fallig ist auch, da®B dieser Unterschied bei langerer Wartezeit sich noch 
verstirkt. Naheres enthalt die Tabelle. Sie zeigt, daB in cvanidhaltiger 
Lisung 0,1 y/Liter an Silberionen zur Sterilisation ausreichen, 
wahrend in cyanidfreier 40 bis 45 y/Liter erforderlich sind. Es muB 
demnach auch dem Komplexion [Ag(CN),]’ eine merkliche baktericide 
Wirkung zukommen. Damit steht im Widerspruch, daB bei sehr groBem 
CyanidiiberschuB8 (etwa 57:1) das Silber selbst dann véllig unwirksam 
wird, wenn es in doppelt so groBer Menge vorhanden ist, d.h. das 
Komplexion allein hat offenbar keine baktericide Wirkung. 

Dieser Widerspruch ist wohl in folgender Weise zu lésen: Zunichst 
werden Silberionen aus der Lésung von den Bakterien adsorbiert. In 
einer sehr interessanten Arbeit nat N. Leitner (2) nachgewiesen, da} 
das MafB dieser Adsorption weitgehend durch Milieufaktoren beeinfluBt 
wird. Der Gehalt der Lésung an Neutralsalzen spielt eine Rolle; noch 
kennzeichnender und eindeutiger ist der EinfluB der Saurestufe. Unter 
sonst gleichen Versuchsbedingungen wurden aus schwach saurer Lésung 
24°. des vorhandenen Silbers, aus neutraler 70°, von den Bakterien 
adsorbiert, dementsprechend war die baktericide Kraft der neutralen 
Lésung unendlich viel gréBer als die der schwach sauren. Es liegt 
demnach in dieser Messung von Leitner ein Fall vor, in dem zwei 
Lésungen gleicher Silberionenkonzentration véllig verschiedene bakteri- 
cide Wirkung hatten. Umgekehrt haben in den Versuchen von Egg 
und Jung Lésungen von recht verschiedener Silberionenkonzentration 
nahezu gleiche baktericide Wirkung, hier aber ohne daB Milieufaktoren 
dafiir verantwortlich gemacht werden kénnten, denn die kleinen Cyanid- 
zusitze kénnen die Saiurestufe nicht merklich verindern. Aber auch 
dieser Fall scheint durchaus versténdlich und widerspruchslos er- 
klarbar. Sinkt die Silberionenkonzentration durch den Cyanidzusatz 
unter eine gewisse Schwelle, so werden die Bakterien tiberhaupt nicht 
mehr imstande sein, Silberionen zu adsorbieren; daher wird die bakteri- 
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cide Wirkung durch geniigende Cyanidzusitze véllig aufgehoben. Wird 
dagegen durch den Cyanidzusatz die Silberionenkonzentration nur 
soweit vermindert, daB noch merkliche Mengen Silber von den Bak- 
terien adsorbiert werden, so wird durch diese Adsorption der Lésung 
Silberion entzogen. Es wird also das Gleichgewicht der Komplexionen 
mit ihren Komponenten gestért, es miissen Komplexionen zerfallen; es 
werden dadurch Silberionen nachgeliefert, die wiederum von den 
Bakterien adsorbiert werden kénnen und so fort. Kurz: Wenn in der 
cyanidhaltigen Lésung die Gleichgewichtskonzentration an Silberionen 
wenigstens grop genug ist, um den Prozef in merklichem Mafe einzulciten, 
so steht fiir die Abtétung der Bakterien im Endeffekt — vor allem bei 
geniigender Wartezeit — nicht die aktuelle Silberionenkonzentration, 
sondern die potentielle, d. h. die gesamte Silbermenge zur Verfiigung 


Zusammenfassung, 


1. Die Versuche von Egg und Jung stehen in Ubereinstimmung 
mit der von ihnen gezogenen SchluBfolgerung, daB bei normalen Silber- 
salzen die Konzentration der Silberionen maBgeblich ist fiir die Starke 
des baktericiden Effektes. 

2. Entgegen der Annahme von Egg und Jung laBt sich nachweisen, 
daB in cyanidhaltigen Lésungen nicht die Konzentration der Silberionen 
allein die baktericide Wirkung bestimmt; sie miiBte sonst viel eher 
durch Cyanid aufzuheben sein. 

3. MaBgeblich fiir die baktericide Wirkung komplexer Silber- 
losungen ist eine Anfangskonzentration an Silberionen, die zur Ein- 
leitung einer merklichen Adsorption ausreicht ; die so begonnene Reaktion 
wird dann durch Zerfall des Komplexes weitergefiihrt. 


‘ Literatur. 


1) C. Egg u. A. Jung, Mikrochemie, Pregl-Festschrift, 1929, 8. 46. 
2) N. Leitner, diese Zeitschr. 221, 42, 1930. 
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Gestérte Gelatinierung und Einflu6 von Elektrolyten auf 
die Sedimentation der sich dabei bildenden Gelfragmente. 


Von 


H. G. Bungenberg de Jong und W. A. L. Dekker. 
(Mitteilung aus dem Biochemischen Institut der Universitat Leiden.) 


(Eingegangen am 10. Mai 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


Vor kurzem von A. von Buzdgh' veréffentlichte Untersuchungen 
veranlassen uns, kurz iiber schon mehrere Jahre zuriickliegende Beob- 
achtungen zu berichten, deren Deutung sich den Anschauungen dieses 
Forschers anschlieBen. 

Eine oft benutzte Methode zum Studium der Elektrolyteinfitisse 
auf hydrophile Gele ist die Messung des Sedimentationsvolumens. 
Sie soll geeignet sein, relative Anderungen der Gelvolumina wenigstens 
qualitativ zu vergleichen und beruht auf der Annahme, daB die An- 
derungen des Sedimentvolumens und die des Gelvolumens symbat sind. 

Auf diese Weise la8t sich z. B. an ziemlich grobkérnigem Gelatine- 
pulver? sehr einfach der Einflu8 variierter px-Werte, bzw. lassen sich Salz- 
einfliisse qualitativ feststellen, und man findet dann in groBen Ziigen 
Symbasie zwischen Sedimentvolumen und Gelvolumen. Eine solche 
Symbasie zeigen in groBen Ziigen auch die Ergebnisse am Agargel von 
Walter® (Sedimentation von Agarpulver) und Dokan* (Quellung von ein- 
getrocknetem Agargel). Ebenfalls ist Symbasie mit den Volumenanderungen 
des nicht eingetrockneten Agargels vorhanden (an anderer Stelle® ver- 
6ffentlicht). 

Das Verfahren, durch die Messung der Sedimentvolumina AufschluB 
iiber die relativen Volumenanderungen der Gele zu erhalten, hat jedoch 


1 A. von Buzagh, Kolloidchem. Beih. 82, 114, 1931. 

2 Z.B. ,,Bakteriologische Gelatine’* der Lym- und Gelatinefabrik 
,»»Delft*' in Delft. 

3 Walter, Jahrb. f. wiss. Bot. 62, 145, 1923. 

* Dokan, Kolloidzeitschr. 34, 155, 1924. 

5 H.G. Bungenberg de Jong, Kolloidchem. Beih. 29, 454, 1929. 
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seine Grenzen. Wenn die KorngréBe der Gelfragmente immer kleiner 


wird, so kann es, wie im folgenden am Beispiel des Agargels gezeigt 
wird, sogar zu einer Antibasie zwischen Sedimentvolumen und Gel- 
volumen kommen. 


2. Herstellung von sehr fein verteiltem Agargel durch gestérte Gelatinierung. 


Wie bekannt, kénnen schon recht verdiinnte Agarsole durch Ab- 
kiihlung gelatinieren. Man erhalt z. B. mit 0,2°,igem Sol bei ruhigem 
Stehen zwar keine steife Gallerte, aber es bildet sich doch ein 
zusammenhangendes Gel. Mechanische Beanspruchung wahrend der 
Gelatinierung hat aber einen ausgesprochenen EinfluB, und bei richtig 
gewahlten Bedingungen, deren Momente wir unten besprechen werden, 
entstehen fliissige Systeme, die aus einer Suspension sehr fein ver- 
teilter Gelfragmente bestehen, welch letztere bei ruhigem Stehen 
nicht zu einem zusammenhaingenden Gel zusammentreten.  Jene 
Suspensionen, die also bei der gestérten Gelatinierung entstehen, 
moéchten wir der Kiirze halber (dem Wortlaut nach aber nicht richtig) 
als ,.fliissige Gele** bezeichnen. 


» 1 


Beispiel: Ein 0,2° iges Agarsol (0,5 Liter) von gereinigtem! Agar 
wurde in einer geréumigen Stépselflasche auf etwa 42° abgekiithlt und dann 
unter ziemlich kraftigem Schiitteln (in der Schiittelmaschine) langsam 
(mehrere Stunden) auf Zimmertemperatur abkiihlen gelassen. Die Gelati- 
nierung, die nur wenig unterhalb 40° (nach viskosimetrischen Unter- 
suchungen ?) bald einsetzt, fiihrt jetzt zum ..fliissigen Gel‘*, das seine fliissige 
Beschaffenheit bei Zimmertemperatur fast unverdindert beibehalt und das 
man wie eine Flissigkeit pipettieren kann. Beim Schiitteln wird aber eine 
groBe Menge kleiner Luftblaschen eingeschlossen, die man jedoch durch 
nachheriges Evakuieren (mit der Wasserstrahlpumpe) zum gr6Bten Teil 
entfernen kann ®. 

Beim Studium der Jodadsorption am Agargel wurde zur Ermittlung 
gewisser Korrektionsgr6éBen (bei der Titration)’ zwar schon eine An- 
wendungsweise des fliissigen Agargels beschrieben. Es handelte sich 
dort aber um einen Zweck, bei dem der kolloidchemische Zustand 
der in ihm vorhandenen Gelfragmente uns gleichgiiltig war. 

Fiir das Verstaéndnis der weiter unten zu beschreibenden Sedimenta- 
tionsversuche ist es erwiinscht, kurz auf das Wesen der gestérten Gelati- 
nierung und den Bau der sich dabei bildenden Gelpartikel einzugehen. 


1 Es wurde das gereinigte Agar benutzt, das auch zum Studium der 
Volumenanderungen diente. Vgl. H.G. Bungenberg de Jong, |. c¢. 

2 H.G. Bungenberg de Jong, Rec. Trav. Chim. 47, 797, 1928. 

3 Nach neueren Erfahrungen ist die gestérte Gelatinierung ebensogut 
durch kraftiges Riihren (mit dem Riihrwerk) zu verwirklichen, wobei man 
den EinschluB8 von Luft zum gr6éB8ten Teil vermeiden kann. 

4 H.G. Bungenberg de Jong u. J.C. Lanzing, Kolloidchem. Beih. 35, 
89, 1932. 
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3. Uber Gelatinierung und gestirte Gelatinierung. 


Wie an anderer Stelle! ausfiihrlicher auseinandergesetzt wird, 
scheinen uns gewisse intramicellare Anderungen, die sich durch das Auf- 
treten réntgenographisch nachweisbarer Identitatsperioden (,,Kristall- 
interferenzen‘‘) kundgeben, die wesentliche Vorbereitung fiir die Ein- 
leitung des eigentlichen Gelatinierungsvorganges zu sein. 

Dieser Vorgang zeigt. wie eine eingehendere viskosimetrische Unter- 
suchung? ergab, alle Merkmale eines <Ausflockungsvorganges. Viele 
Kigentiimlichkeiten der Gelatinierung und Eigenschaften der Gele werden 
verstandlicher®, wenn man annimmt, daB durch irgendeinen chemischen 
oder physikalischen Vorgang ungeschiitzte Stellen an den Solteilchen 
auftreten. Wir sind geneigt, fiir den Fall, daB beim Abkiihlen (rever- 
sible) Gelatinierung erfolgt (wie beim Gelatine- und Agarsol) die Ande- 
rungen an der Oberfliche der Solteilchen zu jenen intramicellaren Ande- 
rungen in Beziehung zu bringen. 

Beim Solteilchen, wo keine ausgesprochene Vorzugsrichtung vorhanden 
ist, ist damit eine ziemlich gleichmaBige Besetzung der Oberflache mit 
Stabilitatszentren, z. B. Ladungszentren. wahrscheinlich. Treten aber 
jene intramicellaren Anderungen im Innern des Teilchens auf, so wire 
eine mehr oder weniger ausgesprochene Verschiebung der Ladungszentren 
auf einzelne Stellen der Micelle zu erwarten, wodurch die von ihnen ent- 
bhl6Bten Stellen eben nicht langer elektrisch geschiitzt waren. Es kann 
dann der eigentliche Gelatinierungsvorgang einsetzen, d. h. ein Ausflockungs- 
vorgang eben mittels dieser ungeschiitzten Stellen zu einem locker gebauten 
Micellenaggregat, dessen innere Hohlraume von den Stellen der Teilchen, 
an denen sich die Ladungszentren (bzw. Solvatationszentren) angehautt 
haben, begrenzt werden. Jedenfalls miiBten die ungeschiitzten Stellen nicht ‘ 
nur keine Ladungszentren tragen, sondern auch relativ hydrophob sein. 


Es ist nicht anzunehmen, daB® die intramicellaren Anderungen, die 
beim Abkiihlen stattfinden, in merkbarem Mae dadurch beeinflubt 
werden, ob das sich abkiihlende Sol statt in Ruhe infolge des Schiittelns 
sich in heftiger Bewegung befindet. Die intramicellaren Anderungen 
werden also in beiden Fallen wohl zu derselben ungleichmaBigen Ver- 
teilung der Stabilisierungsfaktoren fiihren. Die auffallend andere Be- 
schaffenheit nach Beendigung der Abkiihlung (bei Ruhe: ein zusammen- 
hangendes Gel, bei heftiger Bewegung: ,,fliissiges Gel'*) ist also nur 
in Abanderungen der intermicellaren Beziehungen, die waihrend der 
Gelatinierung zustande kommen, zu suchen. 

H.R. Kruyt* hat nun an einem einfachen Modell die Folgen einer 
ungleichmaBigen Verteilung auf den Ausflockungsvorgang erértert. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. J. Ph. Hennemann, wird demniichst in 
den Kolloidchem. Beih. veréffentlicht werden. 

2 H.G. Bungenherg de Jong. Rec. Trav. Chim. 47, 797, 1928. 

3 Derselbe, Zeitschr. f. physik. Chem. (Cohen-Fest band) 180, 205, 1927; 
Kolloidchem. Beih. 29, 454, 1929. 

4 H.R. Kruyt. Akad. Amsterdam Versl. 32, 857, 1929; H. I. Kruytu. 
E. F. de Haan, Wolloidzeitschr. 51, 61, 1930. 
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Hat man kugelférmige, gleichgroBbe Teilehen, von deren Oberflache 
die eine Halfte véllig geschiitzt, die andere Halfte véllig ungeschiitzt 
ist, so ergibt sich fiir die Haftwahrscheinlichkeit einer effektiven Kollision 
0,50 . 0,50 = 0,25. Es ergibt sich nun weiter, daB die Haftwahrschein- 
lichkeit solcher Doppelteilchen ebenfalls 0,25 ist, daB sich aber die 
Verhaltnisse andern, wenn mehrere Teilchen zusammentreten. Lagern 
sich dem Doppelteilchen noch zwei weitere Teilchen an, so lehrt eine 
annahernde Berechnung, daB das Verhaltnis zwischen geschiitzter 
und ungeschitzter Oberfliche gleich 2:1, und daB somit die Haft- 
wahrscheinlichkeit eines vierfachen Teilchens 0,11 ist. Lagern sich an 
ein solches vierfaches Teilchen noch zwei weitere an, dann ergibt sich 
fiir die Haftwahrscheinlichkeit 0,06. Letztere nimmt also bei fort- 
schreitender Koagulierung ab. Dies hat nun zur Folge, daB auch die 
Koagulationszeit (Halbierungszeit) bei der langsamen Koagulation 
keinen konstanten Wert hat, sondern mit der Zeit ansteigt. 

Diese Uberlegungen von Kruyt sind fiir uns von gréBter Wichtigkeit. 
Aus ihnen geht also hervor, daB sich bei der Gelatinierung zuerst schnell 
dichtere Anhaufungen kolloider Teilchen bilden miissen, die bei weiterer 
Anlagerung von Micellen an ihrer Oberfliche relativ immer stabiler 
werden, was sich auch darin kundgeben wird, daB die weitere Ver- 
einigung immer langsamer verlauft. 

Es ist anzunehmen, da bei den sich in Ruhe bildenden Gelen 
jene dichteren Anhaufungen, die wir vielleicht mit der Bezeichnung 
,,Gelkerne“ andeuten kénnen, durch Briicken lose gebauter Micellen- 
reihen zusammentreten. Je rascher dié Gelbildung erfolgt (bei héherer 
Solkonzentration, bei schnellerer Abkiihlung), um so weniger deutlich 
werden sich jene Gelkerne im Micellennetz hervorheben, umgekehrt 
werden niedrige Solkonzentration und langsame Abkiihlung dieselben 
stirker hervorheben. Letztere Umstainde bewirken ja, daB die Gela- 
tinierung immer ausgesprochener den Charakter einer langsamen 
Ausflockung tragt. 

Die langsame Abkiihlung kann auch noch auf andere Weise zur 
Bildung ,,fliissiger’ Gele beitragen. Falls nicht alle Micellen einander 
gleich sind, kénnte sich eine gewisse Fraktion der Teilchen schon bei 
geringer Unterschreitung der Gelatinierungstemperatur zu Kernen 
zusammenschlieBen, an die sich bei weiterer Unterschreitung weitere 
Fraktionen ansetzen kénnten. Die zuletzt sich ansetzenden, also peri- 
pheren, sind dann schon mehr geschiitzt als die mehr nach innen liegenden. 

Eine der wesentlichen Bedingungen fiir die Bildung der ,,fliissigen* 
Gele ist weiter die heftige mechanische Bewegung, die in mehr oder 
weniger vollkommenem MaBe die Bildung von locker zusammen- 
hangenden Micellenreihen zwischen den Gelkeimen beseitigt, und 
besonders in dem Falle, in dem es sich um Fraktionen von in ver- 
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schiedenem Grade geschiitzten Teilchen handelt, eben die mehr ,,kon- 
zentrische’* Anlagerung um die schon vorhandenen Kerne dadurch 
fordert. 

So erscheint es uns erklarlich, daB unter giinstig gewahlten Be- 
dingungen die Micellenaggregate sich so bilden, daB sie schlieBlich an 
ihrer Peripherie in geniigendem MaBe vor weiterem Zusammentreten 
geschiitzt werden, die Ausflockungsgeschwindigkeit des Systems dann 
praktisch Null wird und sich somit ein ,,fliissiges Gel" ergibt. 


4. Einflu8 kleiner Neutralsalzkonzentrationen auf die Sedimentation. 
Es wurde zunachst untersucht, wie die Sedimentation von Agargel- 
fragmenten, die sich bei gestérter Gelatinierung gebildet hatten, durch 
1 Milliaquivalent Kaliumchlorid, Bariumchlorid bzw. Luteokobalt- 
chlorid beeinfluBt wird. 
Dazu wurden in 100-cem-MaSglaser, deren Durchmesser  praktisch 


gleich war, 75 ccm destilliertes Wasser bzw. Neutralsalzlésung eingefiillt und 


zuletzt zu allen 25cem 


fliissiges Agargel! hing =“ (7 emer tege 
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tation beeinflussen kann, Einflu®B kleiner Neutralsalzkonzentrationen (1 Milliaqu.) 
sonst erhalt man leicht auf die Sedimentation. (Entladungseinfliisse.) 


(durch unmerkliche Fliis- 

sigkeitsstr6mungen) Sedimente mit schief angeordneter Oberflache. Wah- 
rend der ganzen Dauer der Sedimentation standen die Glaser in einem unge- 
heizten, halbverdunkelten Zimmer. Die Nullversuche wurden doppelt, die mit 
1 Milliaquivalent Neutralsalz dreifach angesetzt. Aus Tabelle I ist zu ent- 
nehmen, daB die Reproduzierbarkeit der Sedimenthéhe noch zu wiinschen 
iibrig 1aBt. Diese Schwankungen sind jedoch von keinem Einflu8 auf das 
Endergebnis. Die Mittelwerte der doppelten und dreifachen Versuche sind 
in Abb. | als Funktion der Zeit eingetragen. 


' Benutzt wurde das System, dessen Bereitung in Absatz 2 beschrieben 
wurde. Je nach der Bereitungswesie erhalt man natiirlich andere fliissige 
Gele und dadurch andere absolute Zahlen bei der Sedimentation. 
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Besprechen wir zunachst die Sedimentation in destilliertem Wasser. 
Nach 16,5 bzw. 26 Stunden ist die Trennungsfliche zwischen Sediment 
und iiberstehender Flissigkeit noch gut abzulesen. Sie verwischt sich 
aber mit der Zeit immer mehr. Nach 66 Stunden ist eine zweite 
Trennungsfliche wahrzunehmen, die sich mit der Zeit nach oben ver- 
schiebt und immer scharfer wird. Wahrend nach 401 Stunden die iiber 
dieser Trennungsflache sich befindende Fliissigkeit noch immer, wenn 
auch schwach getriibt, erscheint, ist endlich nach 473 Stunden diese 
Triibung verschwunden. Offenbar handelt es sich hier um eine Frak- 
tionierung wihrend der Sedimentation. Die gréBeren Gelfragmente 
sinken zuerst auf den Boden, die kleineren sinken langsamer, wodurch 
die obere Trennungsfliche sich immer mehr verwischt. 


Tabelle J. 





Sedimenthihe nach Stunden 


16,5 26 66 95 115 162 232 401 473 


Elektrolytkonzentration. 


Nullversuch 96,7 | 95 4—80*, 5* 6* 7,5* | 10* 17° 18 
96,7 94 4—s80* 5* 6* 7,5* | 10* 16% 18,2 
Mittel: 96,7 94,5 4—80* 5* 6* 7,5* | 10* 16,5* | 18,1 


Kaliumehlorid, 1 Milliaquivalent. 
94.5 | 92 10—80* 13* 14,5* 17% 21* | 21 21 
95 92 19—80* 14* 15,5* | 18* | 22% 22 22 
94.7 93 10—80* 13% 14* 7" 6) Se" «(| 215 | 22 
Mittel: 94,7 92,3 | 10—80 | 13,3* 14,7* | 17,38* 21,7* | 21,8 | 21,7 


Bariumehlorid, 1 Miltiiquivalent. 


36 Ot 34 35 35 34 34 34 35 
39 37 36 37 37 36 37 37 38 
37 35 35 36 36 36 36 36 36 


Mittel: | 37,3 | 35,3 35 36 36 85,8 | 85,7 | 35,7 | 363 
Luteokobaltchlorid, 1 Milliaquivalent. 


88,2 79,5 63 56 54,5 | 52 51 48 47 
88,7 | 80 65 59 57,5 56 53,5 | 51 50 
88 80 64 59 57,5 | 55 53,5 | 50 50 


Mittel: | 883 798| 64 (58 |565 | 543 | 52.7 | 49,7 | 49 


In Tabelle I sind die Ablesungen, bei denen sich eine triibe tiber- 
stehende Fliissigkeit vorfand, mit einem Stern versehen. Die beiden 
Zahlen, die nach 66 Stunden ermittelt sind, geben die untere und die 
schon etwas diffuse obere Trennungsflache an. Bei den weiteren, mit 
einem Stern versehenen Ablesungen ist nur die Lage der unteren 
Trennungsfliche angegeben, weil sich die obere vollkommen verwischt 
hatte. Bei Gegenwart von | Milliaquivalent Kaliumchlorid sind die 
Erscheinungen im groBen ganzen dieselben, die iiberstehende Fliissigkeit 
wird aber eher klar (nach 401 Stunden). 
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Ganz anders verlauft die Sedimentation bei Gegenwart von | Milli- 
iquivalent Bariumchlorid bzw. Luteokobaltchlorid. Hier tritt nur eine 
lrennungsfliche auf, und zwar verschiebt sie sich beim dreiwertigen 
Kation mit viel geringerer Geschwindigkeit nach unten wie beim zwei- 
wertigen Kation. Wahrend beim Nullversuch und bei | Millidquivalent 
Kaliumchlorid die Gelpartikel noch mehr oder weniger unabhangig 
voneinander sedimentieren, ist das hier nicht mehr der Fall. Besonders 
beim Luteokobaltchlorid ist gut zu beobachten, daB bald nach der 
Vermischung die Gelfragmente sich zu einer Saéule locker zusammen- 
hangender ,,Flocken’ vereinigt haben, deren Trennungsflache sich 
mit der Zeit langsam nach unten hin verschiebt. Beim Bariumchlorid- 
versuch ist dieses Zusammentreten der Gelteilchen nicht so stark vor- 
handen, wodurch die gréBere Sedimentationsgeschwindigkeit im Anfang 
verstandlich erscheint. 

Wenn wir uns nun dem Endzustand nach 473 Stunden zuwenden, 
so sehen wir, daB die Sedimenthéhe betrachtlich zunimmt in der Reihen- 
folge: 

destilliertes Wasser KCl, 1 Milliaquivalent < BaCl,. 1 Milliaquivalent 
Co(NH,),Cl,;_ 1 Milliaquivalent. 

Die Zunahme betragt fiir 1 Milliiquivalent Luteokobaltchlorid 
mehr als 150°, (vgl. Tabelle Il, Spalte 2, in der die Sedimenthéhen, 
bezogen auf destilliertes Wasser in Prozente umgerechnet sind). 


Tabelle Il. 


Einflu8 kleiner Neutralsalzkonzentrationen auf Sedimenthéhe und 
Gelvolumen. 





Neutralsalzendkonzentration Sedimenthidhe Gelvolumen! 
a ee 100 100 
Kaliumehlorid, 1 Milliaquivalent . . . . 120 99,4 
Bariumchlorid, 1 Milliaquivalent ..... . 201 98,1 
Luteokobaltchlorid, 1 Milliaquivalent ; ; 271 97,1 


Zunr Vergleich sind in Spalte 3 die Relativzahlen der Gelvolumina 
mitgeteilt (Versuchsreihen mit 2,2°,igen Agargelen nach 96 Stunden ver- 
bleiben in demselben Milieu"). 


Aus den Sedimenthéhen erhalt man also bei diesen sehr fein ver- 
teilten Gelfragmenten durchaus kein getreues Bild von den Anderungen 
des Gelvolumens. Letztere sind sehr geringfiigig, erstere aber sehr groB 
und den Anderungen des Gelvolumens antibat. 


1 Die Zahlen wurden aus den gemessenen Langeninderungen von Agar- 
gelfaden (H.G. Bungenberg de Jong, Kolloidchem. Beih. 29, 454, 1929, 
Tabelle III und IV, und fiir den Wert von | Milliaquivalent Bariumchlorid, 
Interpolation der Abb. 4) berechnet. 
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Nun nimmt in der angegebenen Reihenfolge die kapillarelektrische 
Ladung der Agarsolteilchen, aber auch der im Gel zusammengetretenen 
Agarteilchen betrachtlich ab. Die Schrumpfung des Gelvolumens 
hangt hiermit am engsten zusammen, wie an anderer Stelle! gezeigt 
worden ist. Die Micellenaggregate tragen aber nicht nur im Innern, 
sondern auch an ihrer Oberflache eine negative kapillarelektrische 
Ladung (vgl. Abschnitt 3), und von deren Intensitat hangt in unserem 
Falle offenbar in erster Linie das Sedimentvolumen ab. 

Die geladencn Fragmente (destilliertes Wasser) besitzen nur geringe 
Neigung, aneinander zu kleben, sie kénnen weitgehend ungestért sedi- 
mentieren und bei ihrer Aufstapelung auf dem Boden aneinander 
entlang gleiten, wodurch eine relativ dichte Packung entstehen kann. 

Je mehr nun die kapillarelektrische Ladung in der Reihenfolge 
Kaliumchlorid— Bariumchlorid— Luteokobaltchlorid abnimmt, um_ so 
mehr nimmt jene Stérung durch Zusammentreten von Gelfragmenten 
wahrend der Sedimentation und bei der Aufstapelung auf dem Boden 
bald sehr betrachtlich zu, woraus 
sich immer lockerere Packungen 
ergeben. 


5. Einflu® von Magnesiumehlorid und 
Magnesiumsulfat, auch in héheren Kon- 
zentrationen, auf die Sedimentation. 
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Tabelle 111. 





Endkonzen- Sedimenthihe nach Stunden 
> tration 
Neutralsalz in Aquival. — Se an ao ee Sar 
fiir 1 Liter 7,5 45 74 142 217 
Nullversuch — 49,0* 1,8* 2,5* 4,5* 6* 
— 48,9* 1,5* 2,8* 5* 7* 
Magnesiumcehlorid 0,16 47,9 37,5 32 27,5 26,5 
0,16 47,6 34 27,5 24.5 23.5 
1,20 48,8 88,5 33,5 29 27,5 
1,20 48 37 32 28,5 28 
2'40 48 39 36 30 29 
2,40 49 41 37,5 31,5 28,5 
Magnesiumsulfat 0,16 47 32.5 26 22.5 
0,16 46,9 32,5 25.5 22 
0,40 47,3 34 28.5 24.5 
0,40 47,5 35,2 29,5 25 
0,80 47.8 35,7 30.5 26 
0,80 47,7 35,7 30,5 25.5 
1,20 47.8 37,5 34 30.5 
1,20 47,8 36,5 33 30 
1,80 47,9 41 37,5 36.5 
1,80 47,8 40.5 38 37,5 





0,2° iges Agargel (vgl. Tabelle III und Abb. 2). Die Sedimentation wurde 
nicht so lange fortgesetzt wie in Tabelle I, und bei den Nullversuchen 
befindet sich bei Beendigung des Versuchs noch immer eine diffuse Zone 
iiber dem Sediment (mit * versehene Werte der Tabelle III). 
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Abb. 3. 


Langeninderungen von Agargelfiden in Magnesiumsulfat- 
und Magnesiumehloridlisungen. 
(Entladungseinfliisse in den kleinen Konzentrationen mit beiden 
Salzen und Desolvatationseinflu{B mit Magnesiumsulfat in den 
hiheren Konzentrationen.) 


Aus Abb. 2 geht hervor, daB der starke in Abschnitt 4 besprochene 
EinfluB von zugesetzten Neutralsalzen auf die Sedimenthéhe sich in 
der Tat auf das Gebiet der kleinen Konzentrationen beschrinkt, wie 
sich aus der kapillarelektrischen Natur dieser Beeinflussung ja er- 
warten 1aBt. 
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In den héheren Konzentrationen nimmt das Sedimentvolumen 
in einem grofen Konzentrationsbereich fiir Magnesiumchlorid all- 
mahlich noch zu, fiir Magnesiumsulfat setzt aber von etwa ln an eine 
viel starkere Zunahme ein. 

Vergleichen wir die Sedimentvolumina mit den Gelvolumina! 
(vgl. Abb. 2 mit Abb. 3), so finden wir wieder ausgesprochene Antibasie. 

Das Sedimentvolumen nimmt also nicht nur durch Entladung, 
sondern auch durch Desolvatation zu. Die Erklirung hat wieder bei 
den Anderungen der Oberflichenbeschaffenheit der Gelfragmente, 
nicht bei ihren Volumeninderungen anzugreifen. In Einklang mit den 
Ausfiihrungen von von Buzdgh findet also durch Entladung und durci: 
Desolvatation ein besseres Verkleben statt, wodurch es zu einer lockereren 
Aufstapelung im Sediment kommen kann als bei geladenen und starker 
solvatierten Gelfragmenten. Aus der Tatsache, daB in unseren Versuchen 
die Anderungen der kapillarelektrischen Ladung weitaus den gréBten 
EinfluB ausiiben, ist zu entnehmen, da®B die Zentren, die an der Peri- 
pherie der durch gestérte Gelatinierung entstandenen Gelfragmente 
sich vorfinden und ihre weitere Vereinigung verhindern, vorwiegend 
Ladungszentren, in geringerem Mae Solvatationszentren sind. Dieser 
SchluB erscheint verstandlich. Denn die kolloidchemische Anderung 
der Solmicellen, die zur Gelatinierung fiihrt, besteht ja in der Ent- 
stehung relativ hydrophober Stellen an ihrer Oberfliche, und damit 
verschwindet die extreme Hydrophilie, durch die die Solmicellen 
gekennzeichnet sind. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die gestérte Gelatinierung verdiinnter Agarsole be- 
schrieben. . 

2. Die dabei sich bildenden sehr feinen Gelfragmente vereinigen 
sich mit der Zeit nicht merklich, die Systeme behalten bei Zimmer- 
temperatur etwa unverandert ihre flissige Beschaffenheit bei. 


3. FuBend auf Uberlegungen von H. R. Kruyt wird eine Erklarung 
fiir die Bildung dieser ,,fliissigen Gele’‘ gegeben und der Bau der sich 
dabei bildenden Micellenaggregate erértert. 

4. Der EinfluB einiger Neutralsalze auf die Sedimentation dieser 
Micellenaggregate wurde untersucht. Es zeigte sich, dab 

a) Entladung das Sedimentvolumen stark erhéht, obwohl das 
Gelvolumen dadurch (und zwar nur in geringerem MaBe) verkleinert 
wird; 


1 Abb. 3 ist einer vorangehenden Arbeit entnommen. Vgl. B.G. 
Bungenberg de Jong, Kolloidchem. Beih. 29, 454, 1929. 
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b) Desolvatation das Sedimentvolumen abermals erhéht, obwohl 
das Gelvolumen dadurch ebenfalls erniedrigt wird. 

5. Es liegt hier also ein Fall vor, in dem die Anderungen des 
Sedimentvolumens denen des Gelvolumens antibat sind (nicht symbat, 
wie es oft bei gréberen Gelfragmenten der Fail ist). 

6. Die Antibasie kommt dadurch zustande, daB bei Entladung 
bzw. Desolvatation die Aggregate in lockerem Verbande verkleben, 
wahrend sie in urspriinglichem Zustande weitgehend gegen Verklebung 
geschiitzt sind, bei ihrer Aufstapelung auf dem Boden aneinander 
entlanggleiten und dadurch zu einer relativ dichten Packung kommen 
kénnen. 

7. Diese Antibasie wird erst dadurch erméglicht, daB durch eine 
geniigende Herabsetzung der Masse der Teilchen die Oberflachenkrafte 
in der Packung zur Auswirkung kommen kénnen. 

Dieses Ergebnis beriihrt die Untersuchungen von von Buzdgh, 
der zu ahnlichen Schliissen gekommen ist. 


EinfluB des kolloidalen Zustandes der Starke 
und der Amylaselésung auf die Geschwindigkeit der Amylolyse. 


Von 
Ernst A. Sym. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 11, Mai 1932.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der Amylasewirkung haben wir es mit zwei kolloidalen Substanzen, 
Starke und Amylase, zu tun. Durch ihren Kontakt, der wahrscheinlich 
chemischer Natur ist, kommt die Amylolyse zustande. Es wurde folgendes 
Problem aufgestellt: Was fiir einen EinfluB hat der Dispersitatsgrad 
dieser Kérper auf die Kinetik der enzymatischen Starkespaltung ’ 
Die kolloidale Natur der Starke konnte direkt bestimmt werden (nephelo- 
metrisch und viskosimetrisch), hingegen muBte man bei der Amylase 
eine indirekte Methode anwenden. Erst aus den Erscheinungen, die den 
kolloidalen Systemen entsprechen, konnte auf die Veranderung des 
kolloidaleh Zustandes der Amylase geschlossen werden (schiitzende 
Wirkungen, Temperaturkoeffizienten, Parallelitét der Effekte mit 
det nephelometrischen Messungen). In den Versuchen wurde Starke 
und absolute Diastase der Firma Merck angewandt. Der Hydrolyse- 
grad wurde mittels Bestimmung der reduzierenden Substanzen nach 
Willstatter-Schudel ermittelt. 

Da es schwer ist, immer ganz einheitlich wirkende Amylaselésungen 
herzustellen, wurde die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion der 
Kontrolle oder eines Vergleichssystems als 100 angenommen; fiir die 
anderen Systeme werden die entsprechenden relativen Werte angegeben. 
Die aus der gebrauchlichen Formel ermittelten Reaktionskonstanten 
zeigen besonders bei héheren Starkekonzentrationen groBe Abwei- 
chungen, deshalb wurde zur Aktivitatsbestimmung der Amylase die 
Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion (vg) untersucht. 

Die Proportionalitét zwischen vy, und der Zeit bis zu 35°,iger 
Hydrolyse der Starke ist sehr genau. Immer wurde eine Nullbestimmung 
und dann zwei weitere wihrend der Reaktion gemacht. Die Zeit der 
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Bestimmungen wurde so gewahlt, daB das Verhaltnis v,/Zeit noch 
konstant war. 

Fir das Vergleichssystem (100) wurde immer die absolute GréBe 
der vy in Maltose in Milligramm pro Minute und 100 ccm angegeben. 
Die Starkekonzentration wurde in Prozenten des Trockengewichts 
angegeben. 

Die Arbeiten von H. Chrempinska! und von B. Filipowicz? haben 
uns in gewissem Sinne eine Vorarbeit bei einigen Experimenten erspart. 


1. Einflu6B des kolloidalen Zustandes der Stirkelésung auf die Amylase- 
wirkung. 

Die unverletzten Starkekérner werden von der Amylase nicht 
angegriffen. Die mit Glaspulver im Wasser stark zerriebenen Starke- 
kérner, die unter dem Mikroskop deutliche Ritzen und Breschen zeigen 
und die auch teilweise in Fragmente zerfallen, unterliegen, wenn man 
in so einen zerriebenen Brei Amylase zugibt, einem geringen Grad der 
Hydrolyse. Bei dieser Behandlung geht ein Teil der Starke in Lésung, 
denn J farbt diese violett. Nach der Amylasewirkung verschwindet 
diese Farbbarkeit. Wahrscheinlich wird nur der in Lésung gegangene 
Anteil der Starke durch die Amylase angegriffen. Der Dispersitatsgrad 
der Starke hangt von der Temperatur und von der Dauer der thermischen 
Einwirkung auf die Starkekérner ab. Man untersuchte zuerst, wie die 
Amylasewirkung vom Verkleisterungsgrad abhingt. Dazu wurden 
vier Proben von 2,5°,igen Kérnersuspensionen (Trockensubstanz), 
von denen die erste einer Temperatureinwirkung bei 59°, die zweite, 
64°, die dritte, 70° und die vierte, 80° 5 Minuten lang ausgesetzt 
und dann plétzlich durch Zugabe einer gepufferten Amylaselésung ab- 
gekiihlt waren, der Amylasewirkung‘unterworfen (Tabelie I). 


Tabelle I. 


EinfluB des Verkleisterungsgrades auf die Amylasewirkung. Konzéntrationen 
im Reaktionssystem: Starke 1,25°,. Amylase 0,025°,, Acetatpuffer 0,04 n. 
px = 5. Volumen 100 cem. Temperatur 25°. Anfangsgeschwindigkeit (v9) 


der Kontrolle = 27,0 mg Maltose pro Minute auf 100 cem. 





Temperatur Maltose nach 


Relative vo Jodreaktion 


oc 24 Std. in g* 
59 71 0,28 - 
64 102 0.84 
70 100 1,04 — 
80 103 1,03 — 
Kontrolle 100 1,03 — 


* In 100 cem also °/o, 


1 Biochem. J. 25, 1555, 1931. 
2 Ebendaselbst 25, 1874, 1931. 
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Unter dem Mikroskop kann man die Hitzeeinwirkung auf die Stiarke- 
kérner beobachten, es springen namlich einige Kérner im Gesichtsfeld 
plétzlich unter vielen anderen auf, wobei Fragmente der Kornhiille 
zurickbleiben, die oft in zwei Ketten nebeneinander liegen. Nach diesem 
Aufspringen der Kérner farbt J die Lésung blau. Die Hiillen zeigen 
keine starkere Farbbarkeit mit Jod als die Lésung selbst. Die unver- 
letzten Kérner erhalten hingegen eine sehr intensive Firbung. Bei der 
Amylasewirkung auf diese Struktur bemerkt man ein allmahliches 
Verschwinden dieser Struktur, eine Art Auflésen von Hiillenfragmenten, 
die anfangs einzeln zusammenschrumpfen und sich zusammenballen. 
Am Ende der Reaktion verbleiben nur einige punktartige dunklere 
Stellen, die nicht mehr verschwinden. Die Jodreaktion ist dabei negativ. 
Die mikroskopische Untersuchung dieser vier Proben vor und nach 
der Reaktion gab folgende Bilder. Bei der Einwirkungstemperatur 
von 59° vor der Reaktion gré8tenteils unveranderte Kérner und Kérner- 
fragmente. Hier und da bemerkte man Hiillen zerplatzter K6rner. 
Das Feld wird mit J blau gefirbt. Nach der Reaktion sind die Hiillen 
verschwunden, und die Kérner und Kérnerfragmente bleiben unver- 
andert. Die Jodreaktion in der Fliissigkeit ist negativ. Die durch 64° 
verinderte Stairkesuspension zeigt unter dem Mikroskop gréBtenteils 
zerplatzte Hillen und nur in geringer Menge ganze Korner, die nach 
der Reaktion unverandert bleiben. Alle Hiillen sind nach der Reaktion 
auch in diesem Falle verschwunden. Die Proben, welche bis 70 und 80° 
erwarmt wurden, zeigen keine Kérner mehr, man bemerkt vor der 
Reaktion nur eine groBe Menge von Hiillenfragmenten, die nach der 
Reaktion vollkommen verschwunden sind. Aus der Tabelle I ersieht 
man, da§ der endgiiltige Hydrolysegrad diesen mikroskopischen Unter- 
suchungen entspricht. Je mehr Starkekérner verkleistert waren, desto 
weiter ging die Amylolyse. Bei 70 und 80° ging die Amylolyse soweit 
wie bei der Kontrolle vor sich (5 Minuten lang gekochte Starkelésung). 
Die Reaktionsanfangsgeschwindigkeit ist bei Anwendung der durch 
59° verinderten Starkesuspension im Vergleich zur Kontrolle etwas 
vermindert. Die bei anderen Temperaturen verkleisterten Starkesuspen- 
sionen zeigen dieselben Anfangsgeschwindigkeiten (v9) wie eine 5 Minuten 
lang aufgekochte Stdrkelésung (Kontrolle), welche im mikroskopischen 
Bild keine Struktur aufweist. Ferner wurde untersucht, wie auf die durch 
verschieden lange Kochdauer kolloidal veranderten Starkelésungen 
die Amylase wirkt (Tabelle IT). Der Dispersitatsgrad wurde relativ- 
nephelometrisch bestimmt, wobei als Standardlésung die am langsten 
erhitzte Starkelésung gebraucht wurde. Nephelometriert wurde bei 
23,5° C ohne Pufferlésung. 

Wenn man die Tabellen I und II in Betracht zieht, so kann man die 
Behauptung aufstellen, daB der mittels der hier angewandten Methode 
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Tabelle II. 


\mylasewirkung auf Stairkelésungen, die durch verschieden lange Siede- 
dauer in ihrem Dispersitatsgrad variieren. Konzentrationen: Starke 1,25°,. 
Amylase 0,025°,. Acetatpuffer 0,04n. pH = 5. Volumen 100 cem. Tem- 
peratur 25°. vy der maximalen Geschwindigkeit 25,2 mg Maltose pro 


Minute und 100 cem. 





tin Relative ry = H8Sdintgs | Jodreaktion | Neen verte 
0.5 100 1,04 -- 58 
1,5 100 1,03 — 72 
4.5 97 1,02 - 79 
13,5 97 1,00 -- 79 
40,5 100 1,03 - 100 


* In 100 ccm. 


veranderte kolloidale Zustand der Starkelésung auf die vy und auf den 
ReaktionsabschluB keinen EinfluB hat (soweit die Starkekérner nur 
der Verkleisterung unterlagen). Sogar eine kaum verkleisterte Starke- 
losung (bei 64°) gibt denselben kinetischen Effekt (vg) wie eine durch 
40,5 Minuten langes Kochen verainderte Starkelésung. Auch viskosi- 
metrisch variierten diese Starkelésungen sehr stark. Jedoch bei Scheidung 
beider Stairkebestandteile nach Ling und Nanji und bei Einwirkung 
unter denselben Bedingungen der Amylase auf jeden einzelnen dieser 
Bestandteile separat, bekommt man nicht mehr diese RegelmaBigkeit 


(Tabelle ITT). 
Tabelle Ill. 


Konzentrationen: Stirke oder Komponente 1,5°, (Trockensubstanz). 
Amylase 0,025°%,. Acetatpuffer 0,04n. pH = 4,85. Temperatur 25°. 
v, fiir 100 = 24mg Maltose pro Minute und 100 cem. 





Maltose in g nach 


4 Std. in 100 ccm Jodreaktion 


Relative vo 


Amylopektin . . . 66 0,97 — 
Amylose ..... 36 1,10 
a oe are 100 1,15 — 


Wie man sieht, ist der Eingriff, welechen man bei der Schei- 
dung in die Komponenten macht, mit solchen Verainderungen ver- 
bunden, da die Amylasewirkung nicht dieselbe GréBe erreichen kann 
und auch nicht additiv in den Komponenten zum Vorschein kommt! 
Der endgiiltige Amylolysegrad erreicht bei Amylose und Starke 
beinahe dieselbe GréBe, bei Amylopektin hingegen ist derselbe um 16°, 
kleiner (Grenzdextrine). 
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2. Einflu8 der Stirkekonzentration auf die Amylasewirkung. 
Es wurden zwei parallele Versuche beim optimalen py (4,8) und 
bei px 3,6 mit Starkelésungen von 0,062 bis 4°, ausgefiihrt. Die Re- 
sultate sind in der Tabelle 1V zusammengestellt. 


Tabelle IV. 
EinfluB der Starkekonzentration auf die Amylasewirkung. Konzentrationen : 
Amylase 0,05°,. Acetatpuffer 0,04n. Volumen 125ccem. Temperatur 25°. 
vy fir 100 = 27,2 mg Maltose pro Minute und 100ccm fiir pH = 4,8 
(fir 3,6 = 26,7 mg). 











pa = 3.6 Pu = 4,8 

Starke Maltose * Maltose | 

Relative vg | in g nach Jod Relative vg in g nach Jod 

015 24 Std. 24 Std. 

0,062 27 0,07 -— 31 _ — 
0,125 48 0,17 — 49 — - 
0,25 62 _ ~ 58 0,24 ~- 
0,5 81 —_— braun 80 0,39 — 
1,0 95 0,72 dunkelbraun 98 0,72 — 
2.0 100 1,25 violettbraun 100 1,32 — 
4,0 91 2,22 violettbraun 82 2,54 -- 


* ,Maltose* in g in 100ccm also °/o. 


Aus der Tabelle ersieht man, daB die Starkekonzentration sowohl 
auf v, als auch auf den Amylolysegrad einen EinfluB hat. Je kleiner 
die Konzentration, desto gréferen Hydrolysegrad erreicht die Amylase- 
wirkung, trotzdem die Jodreaktion z. B. bei py = 4,8 iiberall negativ 
ist. Bei héheren Starkekonzentrationen bemerkt man bei pg = 3,6 
eine teilweise Zeitinaktivierung der Amylase. Die Reaktionsanfangs- 
geschwindigkeit: erreicht ein Maximum bei der Starkekonzentration 
von 2°,. Nach dem ReaktionsabschluB (Jodreaktion negativ) ist das 
System besonders bei héheren Starkekonzentrationen stark triibe. 
Diese Triibung verschwindet beim Erwirmen bis zum Siedepunkt 
und beim Abkiihlen tritt sie wieder auf. Wenn man in so eine erhitzte 
Lésung J und KJ zugibt, so kann man beim Abkiihlen eine schéne 
blaue Farbung erlangen, die jedoch nicht lange haltbar ist, da bei 
Substanzausfall .die Farbung verschwindet und die ausgefallenen 
Teilchen schwarz gefirbt werden. Also die durch Erhitzen gelésten 
Reaktionsprodukte fairben sich beim Abkihlen auf eine gewisse Zeit 
intensiv blau. Diese Substanz wird man nicht zu den Grenzdextrinen 


rechnen kénnen. 

Ferner wurde untersucht, ob der kolloidale Zustand der Starke- 
lésung auf die vy bei verschiedenen Starkekonzentrationen einen Einfluls 
hat. Zu diesem Zwecke wurde eine bei 80° verkleisterte Starkesuspension 
und eine durch 40,5 Minuten langes Kochen erhaltene Starkelésung 
gebraucht. 
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Die Ziffern der Tabelle V geben den Beweis, daB der kolloidale 
Zustand, welcher bei diesen zwei Starkelésungen auffallend abweicht, 
keinen bemerkbaren EinfluB auf die v, bei verschiedenen Starkekonzen- 
trationen hat. Man kann also die folgende Behauptung aufstellen: Der 
anfangliche kolloidale Zustand der Starkemolekiile ist nicht (reaktions-) 
geschwindigkeitsbestimmend in diesem Komplex von Folge- und Neben- 
reaktionen. (Wenn man die Entstehung von reduzierenden Produkten 
als MaB des Reaktionsablaufes gebraucht.) 


Tabelle V. 


EinfluB des kolloidalen Zustandes der Stairkel6dsungen von verschiedenen 


Konzentrationen auf die Reaktionsanfangsgeschwindigkeit. Konzentra- 
tionen: Amylase 0,05°,. Acetatpuffer 0,04n. Volumen = 125. Tem- 
peratur 25°. pu = 4,8. vy, fiir Keister 28.6 mg Maltose. v, fiir Starke- 


lésung = 28,2 mg Maltose. 





Bei 80° verkleisterte Starke 40,5 Min. lang gekochte Stirkelisung 








Sticke ite Maltose in g ee Ea | Maltose ing = 
0 Relative vo each 36 Gel Jod Relative vo nach 24 Std. Jod 

0,125 40 0,124 -- 41 0,121 

0,25 59 0,21 - 63 0,21 

0,5 80 0,42 — 81 0,43 _ 
1,0 96 0,76 — 199 0,74 — 

2.0 100 1,44 _ 99 1,37 — 


Die Ursache, daB die Reaktion bei der Amylasewirkung annahernd 

nach der Formel: 

2,308 a 

A lg 

t a—z 

ablauft, liegt weder in der hemmenden Wirkung der Reaktionsend- 
produkte, noch in der Verminderung der Starkekonzentration. Eine 
Zugabe von Reaktionsprodukten (Konzentration im System = 0,6°,) 
von Maltose (1°, im Reaktionssystem) bewirkt keine Reaktionsver- 
zogerung und verandert nicht den Endhydrolysegrad. Die Reaktions- 
produkte wurden nach endgiiltiger Amylolyse mittels Amylase ge- 
wonnen. Die Prozente der Produkte sind nach den Prozenten der 
angewandten Trockenstairke angegeben. Die diesbeziigliche Ursache 


wird in den durch die Amylasewirkung entstandenen Zwischenprodukten 
zu suchen sein, die mit einer langsameren Geschwindigkeit der Hydrolyse 
unterliegen (z. B. Amylodextrine). Auch die Verkleinerung der Starke- 
konzentration wahrend der Reaktion kann hier nicht in Frage kommen, 
denn man kann wahrend der Reaktion Starkekonzentrationen erreichen, 
die normalerweise keine Verminderung von vy, verursachen, dennoch 
ist im Laufe der Reaktion die Geschwindigkeit bei dieser Konzentration 


122 E. A. Sym: 


stark gehemmt. Z. B. wahrend der Amylasewirkung auf eine 4°, ige 
Starkelésung kann man bei einer 50°,,igen Hydrolyse eine Verminderung 
der Reaktionsgeschwindigkeit um 34°, beobachten, wobei eine 2°,ige 
Starkelésung bei denselben Bedingungen die gleiche vy-GréBe wie eine 
4°, ige aufweist. AuBerdem beobachteten wir, daB bei héheren Starke- 
konzentrationen die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante mit dem 
Reaktionsablauf steigt (Tabelle VI). Bei kleineren Starkekonzen- 
trationen ist dieser k-Gang nicht so groB. 


Tabelle VI. 


Kinetik der Amylasewirkung. Konzentrationen: Starke 4°,. Amylase 
0,05° . pu = 4,8. x2 =g Maltose in 100cem. a = 2,59 g. 





Zeit zx k 
4 =e 0,495 0,0170 
te ly A rl 0.81 0,0186 
— ee ee 1,43 0,0200 
car. ye ee 1,70 0,0214 
| ee 2,59 


Man konnte konstatieren, daB bis zu 35°,igem Abbau die Reaktion 
streng proportional mit der Zeit ablauft. Unsere v»-Bestimmungen 
wurden immer in diesem Bereich des Abbaues ausgefiihrt. 


3. Die Abhingigkeit der v, von der H'-Konzentration. 
Filipowicz! bestimmte den py-EinfluB in einem gréBeren Bereich 
der px. Fiir uns, da wir spaiter den Einflu8 von hemmenden und in- 
aktivierenden Faktoren auBer px 
untersuchten, war besonders der 
pu-Bereich, wo in einem groBen 
Intervall von 3,6 bis 6,0 keine be- 
sondere py-Einwirkung vorhanden 
ist, von Interesse. In diesem Inter- 
vall konnte Acetatpuffer angewandt 
werden. Nach einer Serie von Ver- 
suchen konnte man bemerken, dab 
| der Grad des py-Einflusses von der 
Anwesenheit der Starke in der 
Lésung abhangig ist. Die Starke 
Abb. 1. . =a te 
Der Stirkeeinfiuf auf die Py -Inaktivierung wirkt ndmlich schiitzend gegen die 
(gur Tabelle VID. inaktivierende py-Wirkung. In der 





Lnakhverung bei Stirrkeotwesentert 
-——“ ” Starkeanwesemeit 














je 40 + «48~«52~«SS B, G0 


1 Biochem. J. 25, 1874, 1931. 





in 


Der 
wir 


Res 


> OU OT He ue OD 


_ 


Tal 
ang 
Ace 
lost 
Los 


sich 


Am 
losu 
aus 
hati 
mal 
eine 
spa 
Zug 
das 
letz 
wel 
Mar 
bes« 
Ein 
Rea 
schi 
An 
zeit 
Ina 








se 


n 





“influB d. kolloidalen Zustandes d. Starke u. d. Amylaselésung usw. 123 


Tabelle VII. 


Der pu-EinfluB auf die Amylasewirkung. Konzentrationen: Des Ein- 

wirkungssystems (ohne Starke): Amylase 0,05°,. Puffer 0,04n. Des 

Reaktionssystems: Starke 1,25°,. Amylase 0,025°,. Puffer 0,04 n. 
Reaktionsvolumen 100 cem. Temperatur 25°. 





Mit Starke Ohne Starke 

Pu Mina i OO eg ed ee Be a so 

Relative ry | Malone BF | dod | Relativery | Malone BE Joa 
3,6 94 0,94 braun 33 0,85 violett 
4,0 93 0,94 ~ 67 1,00 braun 
4,4 95 —_ -- 95 0,99 — 
4,8 100 1,02 _ 100 1,01 om 
5,2 97 1,00 < 100 ae ind 
5,6 94 0,99 — 96 1,01 - 
6,0 94 0,95 -- 85 0,96 - 


Tabelle VII und Abb. 1 sind die Resultate entsprechender Versuche 
angegeben. Beim Versuch ohne Starke wurde die Amylaselésung mit 
Acetatpuffer 20 Minuten lang stehengelassen und dann erst die Starke- 
lésung zugegeben. Die Pufferkonzentration war so verteilt auf beide 
Lésungen, daB dieselbe sowohl vor als auch nach der Starkezugabe 
sich nicht verdanderte. 


4. Der Inaktivierungsverlauf der Amylase bei py = 3,6 und bei An- und 
Abwesenheit der Stirke. 


Die Pufferlésung wirkte durch gewisse Zeitabschnitte auf die 
Amylase ein. Dann wurde durch Zugabe von Starke in einer Puffer- 
lésung, die eine Verschiebung des py auf 4,6 veranlaBte, wo wir, wie 
aus der Tabelle VII zu entnehmen ist, keine Inaktivierung zu befiirchten 
hatten, der Inaktivierungsgrad untersucht. Es zeigte sich aber, dab 
man durch die py-Verschiebung in den Bereich der optimalen Wirkung 
eine starke Regeneration der Amylase hervorbringt, wie auch die 
spiteren Versuche bestatigt haben. Deshalb wurde weiter nur durch 
Zugabe der Starkelésung der InaktivierungsprozeB gestoppt, wobei 
das py = 3,6 unverandert blieb (s. Tabelle VIII und Abb. 2). In der 
letzten Kolonne wurde der relative Reaktionsablauf eines Systems, 
welches dem Einwirkungssystem mit 0,2°, Starke gleicht, angegeben. 
Man ersieht daraus, daB mit der Verminderung der Starkekonzentration, 
besonders schon nach 52°,igem Abbau derselben, der inaktivierende 
EinfluB des py anfingt. Weiter konstatierte man, dab weder dic 
Reaktionsprodukte, noch die Maltose eine vor der py-Inaktivierung 
schiitzende Wirkung ausiiben. Es wurde auch bemerkt, daB weder die 
Anwesenheit von Reaktionsprodukten, noch der Maltose bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von 0,2°,iger Starke den oben beschriebenen 
Inaktivierungsablauf bei Starkeanwesenheit beeinflussen. Der Bindung 
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Tabelle VIII. 


Kinetik der Amylaseinaktivierung durch px = 3,6 bei Starkeabwesenheit 
und bei 0,2°,iger Starke. Konzentrationen: Einwirkungssystem: Amylase 
0,05°,. Puffer 0,04n (Starke 0,2°,). Reaktionssystem und Kontrolle: 
Amylase 0,025 °,. Puffer 0,04n. Starke 1,25°,. v) der Kontrolle (pq = 4.8) 

















- 27mg Maltose. v = Anfangsgeschwindigkeit der Versuchsproben. 
Temperatur 25°. (wv, Vv): % Inaktivierungsgrad. 
Einwirkung ohne Einwirkung 

Stirke 5 0.29, § ce 
Einwirkungsdauer seems eades itt enue Reaktionsablauf 
Vo v vo 0 
Min. 6 Vo 05 
0.62 0,33 0,04 
1,25 0,50 0,06 
2,5 0,63 0,06 29 
5 0,63 0,18 52 
10 0,48 77 
29 0,69 0.63 82 
40 0,70 0,62 
10, : 100% 
seenee Keaktonsablouf in % ter 42% Storke 
Ts ———-~ Lkhverunpsygrod ofne Sirke x ® 
sS)— ” ” berl2%Sirhe .--*" | S&S 
syne cme ast >} 
or OF or a 
vA re a Sees aan J 
1 ” 
eee 8 
a: ee < 
| 
a 
W125 25 50 m0 


Linwirkungsdover in Minvten 


Abb. 2. 
Amylaseinaktivierung (zur Tabelle VIII). 


Amylase—Starke muB man einen viel gréferen Stabilitdtsgrad als der 
freien Amylase zuweisen. Wie spatere Versuche zeigen werden, 
beruht héchstwahrscheinlich ein Teil der Inaktivierung bei py =3,6 
auf der Veranderung des kolloidalen Zustandes der Amylase. Diese 
Verinderung wiirde durch die Stairkeanwesenheit hintangehalten 
sein (schiitzende Wirkung). 


5. Die Amylaseregeneration bei py = 4,7 nach 20 Minuten langer 
Inaktivierung bei py = 3,6. 


Zu diesem Versuch wurden folgende Konzentrationen angewandt: 
Inaktivierungssystem: Amylase = 0,1°,. Puffer = 0,04n. py = 3,6. 
Regenerationssystem: Amylase = 0,05°,. Puffer = 0,04 n. pg = 4,7. 
System zur Bestimmung des Regenerationsgrades: Amylase = 0,025° ,. 
Puffer = 0,06 n. Starke 1,25°%. py = 4. Die Kontrolle hatte dieselbe 
Zusammensetzung wie das letzte System. Der Inaktivierungsgrad 
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wurde wie im vorherigen Versuch bestimmt. Bei der Nephelometrierung 
wurden folgende Konzentrationen gebraucht: Jnaktivierung: Amylase 
0,2 °% Puffer 0,04n. py = 3,6. Regeneration: Amylase 0,167 %. 
Puffer 0,067 n. py = 4,7. Als Standard zur Nephelometrie bei der 
Inaktivierungsmessung wurde eine 0,2°,,ige Amylaselésung mit py = 5,0 
(Pufferkonzentration = 0,04 n), bei der Regeneration eine 0,167 °,ige 
Amylaselésung mit py = 3,6 gebraucht. Die Inaktivierung wurde bei 
pu = 3,6 vorgenommen; nach 20 Minuten wurde durch Zugabe einer 
gewissen Menge von 0,2 n Na-Acetat das py bis 4,7 verschoben. Nach 
gewissen Zeitriumen wurden zu Proben vom Regenerationssystem 
Stirkelésungen mit einer berechneten Konzentration von Essigsiure 
zugegeben, so da das py ins saure Gebiet bis py 4,0 wieder verschoben 
wurde, wo wahrscheinlich keine besondere Regeneration zu erwarten 
wire (s. Tabelle VII ,,ohne Starke‘). Wahrend der py-Inaktivierung 
geht mit der Zeit eine Verinderung des kojloidalen Zustandes der 
Amylaselésung vonstatten (s. Tabelle IX und Abb. 3). Der Regene- 


Tabelle IX. 


Amylaseinaktivierung bei pu = 3,6 und nachherige Regeneration bei 
pH 4,7. Reaktionstemperatur 25°. Nephelometrische Untersuchungen 
wurden bei 15° ausgefiihrt. 





























Fei mes Relative 
aon = Relative 1 Nephelometer- 
Min. Yo werte 
0 0.00 106 100 
0,62 0,33 * 67 62 
2,5 0,63 * 47 39 
5 0,63 * 47 37 
29 0,62 48 37 
Regeneration nach py-Verschiebung. 
0.5 0,12 85 
1,25 0,11 89 
2,5 0,14 86 42 
5 0,16 S4 37 
* Der Tabelle VIII entnommen. 

105 

oh. —— felatve Anfangsgesohe. (Up) 

& 

= 

50 

Jnakhyierang hegenerahon 
A ~Y A 
Ge 2s § 0 05125 25 iy 
Zeit in Minuten 


Abb. 3. 
Amylaseinaktivierung und Regeneration (zur Tabelle IX). 
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rationsablauf laBt sich zeitlich nicht erfassen, und es wird dabei auch 
keine besondere Dispersitdtsverinderung beobachtet. Die durch die teil- 
weise Inaktivierung bei py = 3,6 (ohne Starkeanwesenheit) ent- 
standene Amylase, welche wahrscheinlich einen anderen Dispersitats- 
grad besitzt, wird wahrscheinlich auch einen anderen pg-Kurvenverlauf 
aufweisen. Es wurde konstatiert, daB die Regenerationsfahigkeit sich 
mit der Dauer der py-Einwirkung allmahlich abschwacht. Was fiir 
Substanzen der kolloidalen Erscheinung (bei der Nephelometrierung) 
zuzuschreiben sind (kolloidalen Tragern, Nebenstoffen usw.), die 
wahrend der Koagulation die Amylase eventuell mitreiBen kénnten, 
dieses Problem lassen wir vorlaufig offen. Jedenfalls spielen neben 
langsamen, die vielleicht kolloidaler Natur sind, auch schnelle Prozesse, 
die méglicherweise ionogenen Ursprungs sind, eine Rolle (z. B. bei der 
Regeneration). 


6. Inaktivierung durch Salze. 


Zuerst wurden Versuche ausgefiihrt, um den inaktivierenden Ein- 
fluB der Salze von verschiedenen Konzentrationen in py-Bereichen, 
die héher und niedriger liegen als der optimale Punkt (py = 4,8), zu 
untersuchen (Tabelle X und XI). Es ist aus den zwei Tabellen ersichtlich, 
daB die Salzwirkung bei py = 3,6 viel stirker zum Vorschein kommt 
als bei 5,5 und daB im sauren Bereich die Anionen einen EinfluB auf den 
InaktivierungsprozeB haben, was aus der annahernd doppelt so starken 
Wirkung des CaCl, im Vergleich zu NaCl und aus dem andersartigen 
Verhalten von Na,SO, zu entnehmen ist. In der Umgebung von 
pu = 5,5 bemerkt roan die Wirkung der Kationen. Hier verhalten 
sich Na,SO, und NaCl ahnlich — in den gré&ten Konzentrationen 
rufen diese Salze keine Inaktivierung hervor, hingegen wirkt CaCl, 
in der Konzentration von 0,8 n stark hemmend. Bei NaCl-Anwendung 
in einer Konzentration von 2 n konnte man auch keine inaktivierende 
Wirkung beobachten. Weiter wurde der SalzeinfluB bei verschiedenen py 
untersucht, wobei eine héhere Temperatur (45°) zur Anwendung kam 
(Tabelle XI1). Die py-Verschiebungen durch Salzanwesenheit waren 
besonders bei CaCl, stark; jedoch verindern sie nicht wesentlich 
das Bild, das die Tabelle XII uns darstellt. Die Schliisse, die aus den 
vorigen Versuchen gezogen wurden, werden hier bekraftigt. Im py- 
Bereich < 5,2 wirkt CaCl, viel starker als NaCl; im Bereich des pq > 5,2 
ist NaCl ohne Einflu8, hingegen wirkt CaCl, stark inaktivierend. 
Die pxy-Kurve bei Anwesenheit von 0,4n CaCl, zeigt ein deutliches 
Optimum bei py = 4,8 (Verschiebung durch Salzanwesenheit um 0,4 
von 5,2). Es mu8 betont werden, daB diese Versuche bis auf einen bei 
Starkeanwesenheit ausgefiihrt wurden. Bei Stirkeabwesenheit ist bei 
Anwendung von 0,8n NaCl die Inaktivierung viel starker im sauren 
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Bereich als bei Starkeanwesenheit (Tabelle XII, vorletzte Zeile). Also 
schiitzt die Starke die Amylase auch vor der Salzinaktivierurs 


Tabelle XII. 


Inaktivierung durch NaCl und CaCl, in Konzentrationen von € t und 0,8 n 
bei verschiedenen pu und bei 45°. vy = 100 fiir po = 5,2. Konzentrationen: 


Stirke 1,25°,. Amylase 0,025°,. Puffer 0,04 n. 





Salz- ° PH 
konzentration Salze a Se mm ES ae a Ried RR Ea a cae’ 
36 | 40 | 44 | 4,8 5,2 5,6 6,0 
0 0 95 97 100 97 ~=6100 94 92 
0.4 | NaCl 0 O* 85 97 =100 96 98 
a CaCl, 0. Oo 0* 67 100 88 51 
{ Nacl {Starke 0 0 68 | 98 100 98 99 
0,8 n ie lohne Starke 0 0 0 74 92 100 91 
CaCl, 0 0 0 0*| 100**| 0* 0 


* Nach 5 Min. ist die Reaktion vollstandig gehemmt. 
** Nur bei diesem pq verlauft die Reaktion bis zu 60° 9 des maximalen Endhydrolyse- 
grades. 


7. Temperaturkoeffizient der Amylaseinaktivierung bei NaCl-Anwesenheit 
bei pu = 3.6. 

Die Versuche wurden ahnlich wie bei der Untersuchung der In- 
aktivierungskinetik ausgefiihrt. Eine 0,1°,ige Amylaselésung stand 
unter der Einwirkung von 0,2 n NaCl bei py = 3,6 (Pufferkonzentration 
= 0,04 n). In bestimmten Zeitriumen wurden von diesem Einwirkungs- 
system gewisse Portionen in eine entsprechend gepufferte Starkelésung 
gebracht {damit keine Verainderungen in der Pufferkonzentration 
eintreten), wobei man eine vierfache Verdiinnung erzielte (Amylase 
von 0,1 auf 0,025°,, NaCl von 0,2 auf 0,05n). Nach Vermischung 
der Lésungen wurde der Inaktivierungsgrad mittels Verfolgung der 
Reaktionen im Vergleich zur Kontrolle bestimmt. Die zur Aktivitats- 
bestimmung ausgefiihrten Reaktionen wurden bei derselben Temperatur, 
welche bei den vorherigen Einwirkungen der inaktivierenden Faktoren 
angewandt wurde, weitergefiihrt. 

Es handelt sich hier nur um den relativen Vergleich der Akti- 
vitaten durch Reaktionsgeschwindigkeitsbestimmungen. Diese relativen 
Werte sind héchstwahrscheinlich von der Temperatur unabhangig. 
Der Inaktivierungsverlauf wurde bei 25 und 35° untersucht, wobei 
die Formel 
2,303 ] 

i : 1—i 


zur Anwendung kam, i = (v) — v): U ) = Inaktivierungsgrad, t = Zeit 
in Minuten, k = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der Inakti- 
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Tabelle XIII. 


Bestimmung des Temperaturkoeffizienten der Amylaseinaktivierung. 








259 C 35° C 

t in Minuten pe sect pty Sab - 
i kas ' k35 
2,5 0,133 0,057 0,605 0,37 
5 0,240 0,055 0,810 0,33 
10 0,317 0,039 0,950 0,30 
Mittel 0,050 0,33 


vierung. Ohne Starkeanwesenheit geht bei diesen Temperaturen die 
Inaktivierung dieses Systems zu Ende, deshalb wahlte man 1 in die 


Formel nach dem lg. kgs /ka, = 6,6. 


8. Die nephelometrischen Untersuchungen bei verschiedenen px. 

Aus dem vorigen Versuch folgt, daB der Temperaturkoeffizient 
der Inaktivierung sehr groB ist (6,6). Es wurde deshalb versucht, 
einen Zusammenhang zwischen der inaktivierenden Wirkung der Salze 
bei verschiedenen py and dem entsprechenden kolloidalen Effekt zu 
finden. 

In der Tabelle XIV haben wir die relativen nephelometrischen 
Werte bei verschiedenen py bei NaCl-(0,8 n)-, CaCl,-(0,4 n)-Anwesenheit 
und bei Salzabwesenheit zusammengestellt. Als Standard wurden 
die Lésungen mit py = 6 gebraucht. Aus dieser Tabelle sieht man, 


10; 





x 

Ss Abb. 4. 

> Amylaseinaktivierung durch NaC! 0,8 n 

(zur Tabelle XII und XIV). 

50 K —-—-— &X vo Ohne NaCl und Stirke. 

@—---—e Nephelometerwerte ohne NaCl 
» o_o rv, bei Stirkeanwesenheit. 

Aa———A vp bei Stirkeabwesenheit. 


@ Nephelometerwerte mit NaCl 














36 52—«S6 Dy 60 


daB mit einer starkeren Inaktivierung auch ein starkeres 7 yndall- 
Phainomen in Erscheinung tritt. Besonders groBe Spriinge haben wir 
bei NaCl-Wirkung zwischen py4,8 und 4,4, bei der CaCl,-Wirkung 
zwischen py 5,2 und 4,8. Die Desaktivierungsspriinge sind noch weiter 
gegen das saure Gebiet verschoben (vgl. Tabelle XIV mit XII). In 
Abb. 4 kann man diese Verhaltnisse gut iiberblicken. Man muB die 
Inaktivierungen mit und ohne NaCl bei Starkeabwesenheit mit den 
entsprechenden Nephelometerwerten vergleichen. Ein Zusammenhang 
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Tabelle XIV. 
Relative nephelometrische Werte einer 0,16° igen Amylaselésung bei ver- 
schiedenen pH und bei Salzanwesenheit. Konzentrationen: NaCl = 0,8n. 
CaCl, = 0,4n. Die Proben wurden 5 Minuten lang bis 45° erwarmt, dann 
nach Abkiihlung auf 20° nephelometriert. 











Salze — = __ = a» Me 
3,6 4,0 4.4 4.8 5,2 5.6 6,0 
0 27 23 37 51 70 89 | 100 
NaCl (0,8 n) 10 11 14 32 70 90 | 100 
Ca Cl, (0,4 n) 8 +] 13 18 39 74 | 100 


dieser GréBen scheint evident zu sein. Einer Gabelung der Nephelometer- 
werte bei py = 5,2 entspricht eine Gabelung der v»-Werte bei 5,6. 
Man muB jedoch in Betracht ziehen, dab die Nephelometerwerte relativ 
zu Py = 6 angegeben sind (und nicht der beiden Kurven zueinander). 
Man wei hingegen, daB die absoluten vy-Werte fiir = 100 fast gleichen. 
Bei Stairkeanwesenheit kann man nicht die Nephelometerwerte der 
Amylaselésung bestimmen, weil der nephelometrische Effekt der Starke 
bedeutend ist und den anderen verdeckt und auBerdem die dabei 
eintretende Reaktion das Bild noch mehr kompliziert. 


9. Inaktivierung der Amylase durch Alkohol. 

Es wurde eine 0,3°%ige Amylaselésung dem_ inaktivierenden 
EinfluB einer 40°,igen Alkohollésung durch 10 Minuten bei 45° und bei 
verschiedenen py ausgesetzt. Nachher wyrde die Lésung durch Zugabe 
einer Starkelésung von entsprechender Pufferkonzentration auf das 
zehnfache verdiinnt und die darauf folgende Reaktion untersucht. 


Tabelle XV. 


Amylaseinaktivierung durch Athylalkohol. Konzentrationen des Ein- 

wirkungssystems: Amylase 0,3°,. Alkohol 40°). Puffer 0,04n. Tem- 

peratur 45°. Konzentrationen des Reaktionssystems: Starke 1,25". 

Amylase 0,03°,. Puffer 0,04n. Alkohol 4°,. Temperatur 45°. vy = 100 
= 27,3mg pro Minute und 100 ccm. 








Pu 
$5.1 «42 44 4,8 5,2 5,6 6,0. 
Kontrolle . 5: eg. ee 85 94 96 100 94 89 89 
er eae ar 0 0 0 2.7 4.8 8,0 4.8 


Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde relativ zur maximalen 
Reaktionsgeschwindigkeit im Kontrollversuch angegeben. Auch die 
Alkoholinaktivierung ist besonders stark im sauren Gebiet. Wie man 
sieht, muB die Labilitét der Amylaselésung in diesem Gebiet besonders 
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grop sein, da die Einwirkung aller inaktivierenden Faktoren hier besonders 
stark ist. (Auch bei der Hitzeinaktivierung tritt diese Erscheinung 
hervor!) Die Alkoholwirkung ist am kleinsten bei py = 5,6, aber auch 
bei diesem py haben wir eine itiber 90°,ige Hemmung der Reaktions- 
geschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle. Ein 4°,iger Alkoholgehalt 
im reagierenden System hat, wie man feststellen konnte, auf die 
Amylasewirkung keinen besonderen EinfluB. Méglicherweise hat man 
bei der hier angewandten Verdiinnung des Kinwirkungssystems keine 
besondere Regeneration der inaktivierten Amylase hervorgerufen. 


Erwaigungen und Zusammenfassung. 


Diese Versuche sind, da sie mit ungereinigten Amylasepraparaten 
ausgefiihrt wurden, nur orientierender Art. Deshalb sind die Ergeb- 
nisse, die wir angeben, in gewissem Grade als eine Feststellung von 
Tatsachen, welche uns fiir die weitere Arbeit dienlich sind, zu betrachten. 
Zur tieferen Erkenntnis des Mechanismus der Amylasewirkung werden 
neuerdings Versuche mit verschieden gereinigten Praparaten ausgefiihrt. 

1. Die kolloidalen Zustinde der Starkelésung, welche nach den 
hier angewandten Methoden erhalten wurden, haben auf die Amylase- 
wirkung keinen Einflu8. Diese Erscheinung kann verschieden ausgelegt 
werden; z. B., daB die Geschwindigkeit der Anfangsdepolymerisation 
der Starkemolekiile bei der Amylasewirkung fiir den totalen Reaktions- 
ablauf nicht geschwindigkeitsbestimmend ist; dies stimmt aber mit den 
durch Samec' festgestellten Tatsachen nicht iiberein. Die Wege der 
Hitze- und der amylolytischen Depolymerisation kénnen auch ver- 
schiedener Art sein. Oder man kénnte auch annehmen, da die Anzahl 
der fiir die Amylase unmittelbar angreifbaren Gruppen des Starke- 
molekiils vom Dispersitétsgrad unabhangig ist (dieselbe Zuganglich- 
keit dieser Gruppen). 

2. Der kolloidale Zustand der Amylaselésung hat auf ihre Aktivitat 
einen gewissen EinfluB. Die schiitzende Wirkung der Starke vor der 
pu- und Salzinaktivierung, weiter die nephelometrischen Effekte bei 
den Amylaselésungen, die zeitlich mit der py-Inaktivierung vor sich 
gehen und die nach Salzwirkungen bei verschiedenen py auftreten, 
endlich der hohe Temperaturkoeffizient des Inaktivierungsprozesses 6,6 
lassen den SchluB zu, daB wenigstens zum Teil der inaktivierende 
EinfluB verschiedener Faktoren (py, Salze, Hitzeinaktivierung) auf 
einer kolloidalen Veranderung der Amylaselésung beruht. Man sollte 
nicht alle Erscheinungen der py-Inaktivierung (z. B. bei Salzanwesenheit) 
auf eine Wirkung zwischen den aktiven Gruppen der Amylase und 


1 Kolloidchemie der Starke. 
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den Elektrolyten beziehen. Man muB8 auch auf die Veraénderungen des 
Dispersitatsgrades der Amylaselésungen, die bei solchen Einwirkungen 
entstehen, Riicksicht nehmen. 

Welchen Substanzen der Amylaselisung die nephelometrischen 
Erscheinungen zuzuschreiben sind, ist schwer zu beurteilen. Der Zu- 
sammenhang zwischen diesen Erscheinungen und den Inaktivierungs- 
prozessen ist jedoch erwiesen. Die schiitzende Wirkung der Starke 
und der Temperaturkoeffizient der Inaktivierung sind Tatsachen, 
die den kolloidalen Erscheinungen in einer Amylasel6sung mehr Achtung 
zu schenken zwingen. Es ist aber auch méglich, jedoch wenig wahr- 
scheinlich, daB die Bindung der Starke mit den aktiven Gruppen der 
Amylase die Gruppen als solche gegen die inaktivierenden Einwirkungen 
schiitzt. Ob andere Koagulationswege vorhanden sein kénnen, die dic 
aktiven Gruppen nicht in den inaktiven Zustand bringen, scheint 
neuerdings méglich zu sein. 

3. Es kénnen auch Einfliisse auf die Amylasewirkung, die rein 
ionogen sind, im Spiele sein. Dieser Fall tritt wahrscheinlich 
bei unseren Regenerationsversuchen ein. Hier konnten wir keine 
Veranderungen des Dispersitatsgrades einer Amylaselésung konstatieren, 
trotzdem eine Aktivitaitsverinderung eingetreten ist (Tabelle LX, 
Abb. 3). (Gewoéhnlich wird man auf beide Faktoren achten miissen. ) 

4. Bei den Untersuchungen des Einflusses von Salzen auf die Amylase 
trat die lonenwirkung hervor. Jedoch wird diese Wirkung auch teilweise 
kolloidalen Erscheinungen zuzuschreiben sein (Tabelle XIV). Im sauren 
Bereich yom optimalen pq wirken Anionen, im entsprechenden basischen 
Bereich Kationen. Es wurden folgende Salze angewandt: NaCl, CaCl, 
und Na,SO, (Tabelle X). Wir miissen uns jedoch die CaCl,- 
Wirkung (besonders im basischen Bereich) mit einer gewissen Zuriick- 
haltung betrachten, denn es wurden neuerdings Tatsachen aufgefunden, 
die auf einen Nebenfaktor hinweisen. 

5. Eine Bindung der Amylase mit den Reaktionsendprodukten 
scheint hier nicht vorzukommen, denn erstens rufen diese Produkte 
keine Hemmung der Reaktion hervor, und zweitens iiben dieselben 
keine schiitzende Wirkung auf die Amylase aus. Die Reaktionszwischen- 
produkte scheinen die Art des Reaktionsablaufes zu bestimmen. 


Sowohl fiir die Anregung zu dieser Arbeit, als auch fiir die wert- 
vollen Ratschlage méchte ich Herrn Prof. Stanislaus v. Przylecki 
meinen herzlichsten Dank aussprechen. 
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Zur Theorie der mitogenetischen Strahlung. 


IIl. Mitteilung: 
Induktion der Zwiebelwurzeln mit Hefe und Blut. 


Von 
M. Moissejewa. 


(Aus dem botanischen Laboratorium des Instituts fiir professionelle 
Ausbildung in Kiew.) 


(Eingegangen am 12, Mai 1932.) 


I. 


Bei der Priifung des klassischen Versuchs von A. Gurwitsch (Induk- 
tion einer Wurzel durch eine zweite) kam ich zu dem SchluB, dab 
Asymmetrie in den Zwiebelwurzeln als Resultat einer Hinwirkung 
verschiedener Nebenfaktoren zu betrachten ist, welche mit der An- 
stellung des Versuchs nach Gurwitsch verbunden sind, da bei sehr vor- 
sichtiger Durchfiihrung desselben, wobei die Einwirkung dieser Neben- 
faktoren vermieden wird, kein Induktionsresultat zu vermerken ist 
(Moissejewa, 1931). Obgleich diese SchluBfolgerung auf einer groBen 
Anzahl von Versuchen basiert, kann man das Ausbleiben der Induktion 
in vielen Fallen auch durch die geringe Kraft der Strahlenquelle er- 
kliren, infolgedessen der mitogenetische Effekt so schwach war, dab 
er durch den Effekt von Reibung, Druck, Streckung usw. vollkommen 
vertuscht wurde. Besonders konnte dieses in den Fallen vorkommen, 
wo die Wurzeln nicht genau genug zentriert waren. Ist doch bei der 
Induktion durch eine Wurzel von einem Strahlenbiindel von nur 50 4 
im Durchmesser und noch dazu von sehr schwacher Intensitat die Rede! 
Daher zeugen die negativen Ergebnisse, die bei der Induktion einer 
Wurzel durch eine zweite erhalten wurden, weder von dem Ausbleiben 
der Induktion in Gurwitschs Sinn im allgemeinen, noch insbesondere 
von der Untauglichkeit der Zwiebelwurzel als Detektor fiir starkere 
Strahlungsquellen. Man kann sehr wohl annehmen, da starkere 
mitogenetische Strahlungsquellen, wie z. B. Blut, Hefe, die Einwirkung 
von Druck, Streckung und anderen Nebenfaktoren iiberwiegen wirden 
und der mitogenetische Effekt dann immer klar und deutlich auftreten 
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kénnte. Um nun die Frage iiber die Tauglichkeit der Zwiebelwurzel 
als Detektor in den Versuchen mit der mitogenetischen Strahlung 
endgiltig zu lésen, war es erwiinscht, noch einige Induktionsversuche 
mit Blut und Hefe anzustellen. Diese Arbeit fiihrte ich in den Winter- 
monaten 1931 aus. 


Il. 
Einige Versuche mit Hefe als Induktor stellte ich schon im Herbst 1928 
an. Die erhaltenen Daten, namlich das Vorhandensein von +- und 


-Effekten, konnte man auf Grund der Versuche mit Kontrollwurzeln 
als Folge von Streckung der Kriimmungen erklaéren, welche in dem oberen 
und mittleren Teile der Wurzel lagen und zum Induktor verschieden 
orientiert waren (Moissejewa, 1931). Infolgedessen wurde bei der weiteren 
Arbeit ganz besonders die Form der Wurzeln beriicksichtigt. Fiir die 
Versuche wurden nur solche Wurzeln gewahlt, welche von Anfang bis zu 
Ende vollkommen gerade waren, oder solche, welche nur eine Kriimmung 
im oberen Teile aufwiesen. Im letzteren Falle wurden die Wurzeln auf 
solche Weise in den Apparat eingestellt, daB die Kriimmung in der Quer- 
ebene zu der Induktionsrichtung lag. Das Strahlenbiindel des Hefenblocks 
(oder der Kapillarkammer mit Blut) lieB ich durch eine Spalte von etwa 
0.5mm. Auf diese Weise konnte die Zentrierung sehr gut durchgefiihrt 
werden, ohne den Detektor zu heben oder zu senken. Dadurch wurden 
Druck, Reibung und dergleichen vermieden. Bei der Nachpriifung der 
Induktion blieb hierbei auch eine ergénzende einseitige Beleuchtung aus. 
Um die Arbeit zu beschleunigen, beschrinkte ich mich bei der Mitosen- 
zihlung auf die Durchsicht von 15 Mittelschnitten jeder Wurzel und zahlte 
von jeder Seite die Mitosen in einer Peripheriezone von 120 4. Bei solch 
einer Zaihlungsmethode ging die Arbeit schnell vonstatten, und in ver- 
haltnismaBig kurzer Zeit konnte eine groBe Menge von Material bearbeitet 
werden. Alle Versuche wurden mit Hefe Nadsonia angestellt. Da die 
erhaltenen Resultate einheitlich waren, beschrinkte ich mich nur auf 
verhiltnismaBig wenige Versuche: mit Hefe stellte ich im ganzen elf Ver- 
suche an und ebenso viele mit Blut, die Kontrollversuche nicht mit ein- 
gerechnet. Alle Versuche, bis auf die letzte Serie, verliefen bei einer Tem- 
peratur von 16 bis 17°C. 


Der erste Induktionsversuch und die zwei entsprechenden Kontroll- 
versuche (erste Serie) wurden in der Tiefe des Zimmers angestellt. Hierbei 
stand der Apparat so, daB das Tageslicht die Seitenfliche der Wurzel 
beleuchtete, mit anderen Worten, die Richtung des Lichtes in der Quer- 
ebene zu der Induktionsrichtung lag. Bei solcher Aufstellung war die Hefe 
stark verdunkelt. Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, tritt bei der induzierten 
Wurzel sowie bei den zwei Kontrollwurzeln ein ziemlich bedeutender 
Minuseffekt auf (13°;, im Durchschnitt). Man kénnte annehmen, daB im 
gegebenen Falle infolge der ungeniigend sorgfaltigen Konstruktion des 
Apparates (Neigung der Réhrchen, Unebenheiten des Réhrchenrandes usw.) 
eine so starke Stérung der Symmetrie auftrat, daB sie durch den Indvktions- 
effekt der verdunkelten Hefe nicht iiberwogen werden konnte. (Nach 
neuesten Forschungen verschwindet das Strahlungsvermégen der Hefe 
bei Lichtabschlu8 beinahe vollkommen, Potozky, 1930.) 
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Tabelle I. 


Erste Serie. Induktion mit Hefe. 





Induzierte Wurzeln Kontrollwurzeln 
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zierten Seite 


in Std. 
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Unterschied 
entspricht 
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Dauer des Versuchs 
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entgegengesetzten Seite 

Unterschied in °/, 

Dauer des Versuchs 

Unterschied in °/9 


Die Mitosenzah!l auf der 
Seite, die der induzierten 
Die Mitosenzahl auf der 
entgegengesetzten Seite 
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620 33 
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592 | 687 | 95 |—138 996 1146 150 
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Der Apparat wurde umgebaut, und weiterhin wurden die Versuche so 
angestellt, daB der Hefenblock dem Lichte zugekehrt war (2m Entfernung 
vom Fenster oder von einer 100 kerzigen elektrischen Lampe). Der Detektor, 
welcher sich zwischen der Lichtquelle und dem Induktor befindet, beschattet 
etwas den induzierenden schmalen Hefenstreifen; trotzdem war dieser 
Streifen immer geniigend stark belichtet, besonders bei den Versuchen, 
welche bei Tageslicht angestellt wurden. 


Tabelle II. 


“Zweite Serie. Induktion mit Hefe. 





Induzierte Wurzeln Kontrollwurzeln 
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Wie Tabelle IT zeigt, sind auch unter solchen Bedingungen keinerlei 
Induktionsresultate zu vermerken: Der +-Effekt ist bei den induzierten 
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a0 


Wurzeln keineswegs héher als bei den Kontrollwurzeln (induzierte — 1,3”, 
Kontrollwurzeln 1,0 */). 

In dieser meiner Versuchsserie (II) stand der Hefenblock von Anfang 
bis zu Ende des Versuchs, d.h. mehr als 2 Stunden, dem Detektor gegen- 
iiber. Da aber Gurwitsch in einer seiner letzten Arbeiten (1931) von einer 
neuen Art von mitogenetischem Einflu8 spricht, namlich von mitogenetischer 
Depression, so kénnte man im gegebenen Falle das Ausbleiben des + -Effektes 
vielleicht als Folge einer sehr starken und andauernden mitogenetischen 
Bestrahlung erklaéren, die dann schon einen hemmenden EinfluB ausiibt. 

Darum stellte ich noch drei Versuche an (dritte Serie), in denen die 
Induktionsdauer nur 15 bis 20 Minuten betrug, wonach der Hefenblock 
entfernt wurde und die Wurzel noch 1,5 bis 2 Stunden im Apparat blieb. 


Tabelle ILI. 
Dritte Serie. Induktion mit Hefe. 





Induzierte Wurzeln Kontrollwurzeln 
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Wie Tabelle [II zeigt, ist auch hier durchschnittlich kein Induktions- 
resultat zu bemerken (induzierte 1,5°.,, Kontrollwurzeln 2,8°,). 


So kann man denn auf Grund von elf Versuchen mit Induktion und 
zehn Kontrollversuchen die SchluSfolgerung ziehen, daB bei Induktion 
einer Zwiebelwurzel mit Hefe ein mitogenetischer Effekt in Gurwitschs 
Sinne ausbleibt. 

Es ist interessant, die Versuche der ersten Serie zu betrachten (siehe 
Tabelle I). Das Auftreten des —-Effektes bei den Kontrollwurzeln 1abt 
einige Mangel des Apparats vermuten (Neigung, Unebenheit der Réhrchen 
und dergleichen), und diese Vermutung wird dadurch bestatigt, daB nach 
dem Umbau des Apparates keine bedeutende Asymmetrie der Kontroll 
wurzeln mehr zu bemerken war. Wenn diese drei Wurzeln (eine induzierte 
und zwei Kontrollwurzeln) durch irgendein biologisches Objekt induziert 
gewesen waren, kénnte man auf Grund der erhaltenen Daten (ohne Kon- 
trolle) die SchluBfolgerung ziehen, da8 hier eine sehr schwache depressive 
Wirkung des Induktors auftrat, obgleich es ja klar ist, daB hier iiberhaupt 
von einer Induktion nicht die Rede sein kann. Diese Resultate bestatigen 
vollkommen meine friiher ausgesprochene Meinung, da die Ergebnisse 
des Versuchs haufig von der Konstruktion des Apparates abhangen (1931). 
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IV. 

Wie bekannt, ist das Blut nach den Daten von Gurwitschs Labora- 
torium eine sehr starke Strahlungsquelle. Rajewsky dagegen konstatierte 
mit seinem exakten physikalischen Apparat keine Ausstrahlung des Blutes. 
Diese Widerspriiche lieBen sich durch einen Hinweis auf die Arbeiten ven 
Magrou und Chouchroun (1931) aufklaren. Die genannten Autoren kommen 
auf Grund ihrer Versuche zum Schlu8, daB der von ihnen beobachtete 
mitogenetische Effekt augenscheinlich infolge einer chemisthen Ein- 
wirkung auftritt, der Einwirkung eines gasartigen Stoffes, welcher vom 
Induktor Bact. tumefaciens abgesondert wird. 

Man k6énnte vermuten, daB in Gurwitschs Versuchen mit Blut der 
mitogenetische Effekt ebenfalls nicht durch Strahlen hervorgerufen wurde, 
sondern durch eine chemische Substanz, welche nur im Blut der krebs- 
kranken Organismen fehlt. Von den theoretischen Erwaigungen abgesehen, 
wire es in praktischer Hinsicht ganz gleichgiiltig, welcher Art die Anregung 
ist, das Wichtige ware nur, festzustellen, daB solch eine Stimulierung iiber- 
haupt vorhanden ist und bei Versuchen mit gesundem Blut klar zutage 
tritt (auch bei einigen Erkrankungen, wie z. B. Tuberkulose), bei Krebs- 
erkrankungen aber vollig ausbleibt. 

Wenn es gelinge, dieses endgiiltig an einem so erforschten Objekt, 
wie es die Zwiebelwurzel ist, festzustellen, so hatte der Arzt dadurch ein 
Hilfsmittel zur Diagnose der Krebserkrankungen in Handen. 

Zuerst stellte ich einige Versuche mit Menschenblut an nach einer 
von L. Gurwitsch (1929) angefiihrten Methode. Kleine Stiicke von FlieB- 


Tabelle 1V. 


Vierte Serie. Induktion mit Menschenblut. 








Kontrollwurzeln 


Induzierte Wurzeln 


der 


Herkunft des 
induzierenden Blutes 


Unterschied 
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Gesundes Madchen, 89 390 1 2 225 343 329 14 
16 Jahre 


2558 36 : 1696 1724 28 
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papier werden mit Blut getrénkt und darauf an der Luft getrocknet. 
Der Blutfleck wird herausgeschnitten und mit minimalen Mengen destil- 
lierten Wassers bis zur Abgabe des Blutfarbstoffs angefeuchtet. Das dunkel- 
rot-braunliche Blut wird sofort zur Induktion in die Kapillarkammer 
gebracht. Die Induktionszeit dauert 15 bis 20 Minuten, danach bleibt die 
Wurzel noch 1,5 bis 2 Stunden im Apparat. 

Wie Tabelle IV zeigt, ergab von fiinf Versuchen mit Menschenblut 
(drei von tuberkulésen und zwei von gesunden, jungen Frauen im Alter 
von 16 bis 18 Jahren) kein einziger ein positives Resultat. Das Versagen 
der Induktion bei den Versuchen mit Blut Tuberkuléser héheren Alters 
(35 bis 38 Jahre) kénnte man dadurch erklaren, daB eine versteckte Form 
des Carcinoms oder irgendeine andere Erkrankung, die vom Chirurgen 
nicht bemerkt wurde, die Eigenschaften des Blutes verandert hatten. 
Doch wie kénnte das Versagen der Ausstrahlung des Blutes junger, gesunder 
Frauen erklart werden? Sollte vielleicht die bei der Bearbeitung des Blutes 
angewandte Methode fiir die Induktion der Zwiebelwurzeln nicht tauglich 
sein? Doch in Gurwitschs Laboratorium existiert noch eine andere Methode, 
welche positive Resultate ergibt: induziert wird mit frisch entnommenem 
Blut, welches mit einer Lésung von MgSO, versetzt wird. Die besten 
Resultate werden augenscheinlich bei Verwendung von Rattenblut erzielt. 

Ich benutzte diese Methode zur Anstellung von noch einer Versuchs- 
serie (V), wobei ich nur das Blut von zweifellos gesunden jungen Ratten 
verwandte. Die ersten Versuche dieser Serie verliefen bei ziemlich niedriger 
Temperatur (14°C), die letzten hingegen wurden im Thermostat bei 
einer bestandigen Temperatur von 20 bis 25°C durchgefiihrt. 

Wie aus Tabelle V zu ersehen ist, konnte auch in diesem Falle kein 
Induktionsresultat wahrgenommen werden; bei allen induzierten Wurzeln 
sehen wir beinahe eine véllige Symmetrie. Bei den Kontrollwurzeln aber 
ist eine gr6Bere Schwankung zwischen +- und —-Effekt zu bemerken, 

Letzteres kann dadurch erklart werden, daB ich in dieser Serie (sowie 
in den Arbeiten des vorigen Jahres, Moissejewa, 1931) einen Teil der 


Tabelle V. 
Fiinite Serie. Induktion mit Rattenblut. 








Induzierte Wurzeln Kontrollwurzeln 
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Kontrollwurzeln (Nr. 1, 3 und 6) so in den Apparat einstellte, daB die 
Kriimmung in der Induktionsebene lag. Auf der gestreckten Seite 
unabhingig davon, ob sie der induzierten (Nr. 1) oder der ihr entgegen- 
gesetzten Seite (Nr. 3 und 6) entsprach ergab sich gewéhnlich eine 
Mitoseniiberzahl, die, wie Tabelle V zeigt, 15,1 °, erreichte. Diese Uberzah] 
ist dabei z. B. bei Nr. 3 und 6 besonders auf den sechs Mittelschnitten 
konzentriert und erreicht bei Nr. 3 — 42,4°,, bei Nr. 6 — 28,5"). 

Auf Grund aller erhaltenen Daten kann man die Schlulsfolgerung 
ziehen, daB sogar das Blut véllig gesunder Organismen die Zellteilung der 
Zwiebelwurzeln nicht stimuliert. 

Vv. ‘ 

Alles oben Gesagte beweist vollkommen, daB die Zwiebelwurzel nicht 
als Detektor fiir Gurwitschs mitogenetische Strahlen gebraucht werden 
kann. Man kann daher mit Sicherheit behaupten, daB alle +--E/fekte, die 
bei Induktion durch biologische Strahlungsquellen erzielt wurden, nur als 
Resultat einer Einwirkung von Nebenfaktoren, die die Ausfiihrung des Gur- 
witschschen Versuchs begleiteten, anzusehen sind. Daher miissen alle 
SchluBfolgerungen tiber die mitogenetische Strahlung, welche auf Grund 
von Untersuchungen der Zwiebelwurzeln als Detektor gemacht wurden, 
als ungiiltig erklart werden. 


Die erhaltenen Daten geben eine negative Antwort beziiglich der 
mitogenetischen Einwirkung verschiedener biologischer Objekte auf die 
Zwiebelwurzeln, doch leugnen sie keineswegs das Strahlungsvermégen der 
untersuchten Objekte. Es ist nicht nur méglich, sondern héchstwahr- 
scheinlich, da8 dort, wo ein verstairkter Stoffwechsel vor sich geht, ein 
Teil der Energie als Strahiungsenergie frei wird. Bei Verbesserung der 


MeBtechnik auBerst kleiner Mengen von Strahlenenergie wird man méglicher- 
weise eine Strahlung jeglicher lebendiger Substanz feststellen kénnen, 
als Folge dieses oder jenes Zerfalls der organischen Stoffe (Stempels, 
,.Organismenstrahlen‘). 

Nur mu8 man noch hinzufiigen, daB sogar die unumstéBlichen Beweise 
des Vorhandenseins ‘either solchen Strahlung (wie z. B. die Versuche 
Rajewskys, 1931) noch nicht beweisen, daB diese Strahlung ,,mitogenetisch **‘ 
ist. ,,Jn seiner Universalitat ist aber auch der bis jetzt einzige Beweis seiner 
Unentbehrlichkeit fiir die Zellteilungen enthalten® (kursiv von Gurwitsch), 
schrieb Gurwitsch vor 3 Jahren (1929). Soweit mir bekannt, gibt es bis 
heute keine schwerwiegenderen Beweise von Gurwitschs Behauptung iiber 
die Unentbehrlichkeit einer Strahlung bei Zellteilung. Vielleicht ware es 
richtiger, besonders in dem Falle, wenn die Universalitat der Strahlung 
bewiesen sein wird, anzunehmen, da8 die Strahlung nur eine Folge- 
erscheinung des erhéhten Stoffwechsels ist, welcher sowohl die Zeliteilung 
als auch andere Vorginge, die sich im Organismus abspielen, begleitet. 


Zusammenfassung. 
1. Bei Induktion der Zwiebelwurzel mit Hefe Nadsonia ist kein 
mitogenetischer Effekt zu beobachten. 
2. Der mitogenetische Effekt fehlt gleichfalls bei Induktion der 
Zwiebelwurzel mit Blut tuberkuléser sowie vollkommen gesunder 
Menschen. 
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3. Bei Induktion mit dem Blut gesunder Ratten ist auch kein 
mitogenetischer Effekt zu beobachten. 

4. Auf Grund dieser drei Punkte kann man als endgiiltig bewiesen 
betrachten, daB die Zwiebelwurzel nicht als Detektor fiir Gurwitschs 
mitogenetische Strahlung dienen kann. 

5. Auf Grund des letzten Punktes kann man annehmen, daB ail: 
Schliisse iiber die mitogenetische Strahlung, welche bei Untersuchungen 
der Zwiebelwurzeln als Detektor gezogen wurden, irrtiimlich sind. 


Ein Teil der Versuche, nimlich Induktion mit Rattenblut, wurde im 
Kiewschen Institut fiir experimentale Biologie und Pathologie in der Ab- 
teilung fiir vergleichende Pathologie angestellt. Den Mitarbeitern dieser 
Abteilung spreche ich hiermit meinen ergebensten Dank aus fiir ihr Ent- 
gegenkommen, welches mir die méglichst giinstigen Arbeitsbedingungen 
schaffte. 
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Uber den EinflubB von Thorium auf den Stoffwechsel. 


Von 


J. Zapatero Dominguez (Madrid). 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1932.) 


Wahrend wir iiber die Wirkungen der radioaktiven Zerfallsprodukte 
des Thoriums auf den menschlichen und tierischen Kérper ziemlich 
genau unterrichtet sind, ist seltsamerweise iiber die Wirkungen des 
Thoriums selbst und seiner Verbindungen bisher sehr wenig bekannt 
geworden. Der Grund hierfiir ist wohl darin zu suchen, daB nach der 
Entdeckung der Radioaktivitat sich das Interesse vor allem der biologi- 
schen Wirkung derjenigen radioaktiven Materie zuwandte, deren 
Strahlung eine so hohe Intensitat besitzt, daB man von ihr therapeutische 
Wirkungen erwarten kann. Das trifft nur fiir die Kérper der Thorium- 
reihe vom Mesothorium abwarts zu, aber nicht fiir das Thorium selbst. 

Das Thorium ist ein vierwertiges Element und hat eine sehr schwache 
x-Strahlung. Die Halbzerfallszeit betragt viele Millionen Jahre. Aus alie- 
dem geht hervor, da8 die Strahlung des Thoriums und seiner Verbindungen 
Thoriumdioxyd, Thoriumchlorid, Thoriumnitrat usw., kaum irgendwelche 
in Betracht kommende biologischen Wirkungen ausiiben kann. Man geht 
nicht fehl, wenn man diese Erkenntnisse etwa folgendermaBen formuliert : 
Bei den radioaktiven Zerfallsprodukten des Thoriums ist die Strahlung 
entweder der alleinige (z. B. bei Bestrahlungen des K6rpers durch seiner 
Oberflache aufgelegte Mesothorpriparate) oder der vornehmliche (z. B. bei 
der Einfithrung von Radiothorium oder Thorium X in das innere Milieu 
des K6érpers) Trager der biologischen Wirkung, und die Substanzwirkung 
des Elements tritt dagegen ganz zuriick, bei dem Thorium selbst ist der 
fast ausschlieBliche Trager der Wirkung die Substanz des Elements und 
die Strahlung erscheint dabei nebensachlich. 

Einerlei, ob man nun radioaktive Zerfallsprodukte des Thoriums 
oder das Thorium selbst in das innere Milieu des Kérpers einfiihrt, sei 
es enteral oder parenteral, es wird das Schicksal, das alle Glieder der 
Thoriumfamilie unter solechen Umstanden erfahren, wahrscheinlich 
das namliche sein. Es ist zu erwarten, daB die Orte der Substanz- 
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verankerung, die Dauer des Aufenthalts im Kérper, die Ausscheidungs- 
wege bei allen im groBen und ganzen dieselben sind. 


Von den radioaktiven Zerfallsprodukten des Thoriums ist in dieser 
Hinsicht das Radiothorium untersucht. Haramaki (1) fand im Laboratorium 
von Professor Bickel, auf dessen Anregung hin ich auch die vorliegende 
Arbeit in seinem Laboratorium ausfiihrte, daB nach der intravendésen 
Gabe von Radiothoriumchlorid, das im Wasser gelést war, auf die Dauer 
das Radiothorium vor allem in der Leber, ferner im Knochenmark und 
endlich auch in der Milz verankert wird. Von diesen Depotstellen gibt das 
Radiothorium dann seine Aktivitét an die K6rpersaéfte ab und kann so 
nicht nur in den Organen, in denen es vornehmlich verankert ist, sondern 
auch in entfernteren Organen des Kérpers Wirkungen ausiiben. 

Haramaki hat 3 Wochen nach der einmaligen parenteralen Radio- 
thoriumzufuhr zum Ké6rper noch sehr betrachtliche Mengen dieses Stoffes 
in den Organen gefunden. Nach Analogie der Versuche mit Radium von 
Hosokawa ist zu erwarten, daB auch das Radiothorium, wenn es einmal in 
das innere K6rpermilieu einverleibt ist, nur sehr schwer den Kérper wieder 
verliBt, sondern sicher viele Monate im Kérper zuriickbleibt. 

Aber nicht nur die radioaktiven Zerfallsprodukte des Thoriums, sondern 
auch das Thorium selbst und seine Verbindungen haben in der Medizin 
Verwendung gefunden, wenn auch in anderer Richtung als die radioaktiven 
Thorderivate. Man hat das Thoriumdioxyd allein (2) oder in Verbindung 
mit Cer (3) als Kontrastmittel bei Réntgenuntersuchungen verwendet. 
Schon vor etwa 25 Jahren wurde es bei enteraler Gabe zur Darstellung 
des Verdauungstraktus in diesem Zusammenhang benutzt, in neuester 
Zeit wird es auch parenteral verabfolgt in kolloidaler Lésung zur Dar- 
stellung der Struktur von Leber und Milz (4) auf dem Roéntgenbilde. Eine 
weitere Verwendung fand das Thordioxyd in der Zahnheilkunde als Fiill- 
mittel (5). 

Gerade aus den Beobachtungen iiber die Darstellbarkeit der Leber- 
und Milzstruktur im Réntgenbilde nach parenteraler Thoriumdioxydzufuhr 
ergibt sich, daB das Thorium genau so, wie es Haramaki im Jahre 1923 fiir 
das Radiothorium gefunden hatte, vor allem in dem retikulo-endothelialen 
Gewebe von Leber- und Milz festgehalten wird. In diesem Zusammenhang 
ist es interessant zu erfahren, dai nach Ehrhardt (9) beim graviden Tier 
parenterale Zufuhr kolloidalen Thoriumdioxyds Leber und Milz und Placenta 
bei der Mutter, aber nicht Leber und Milz beim Embryo darstellt, wenn 
man die Réntgenaufnahme macht. Es wird also das Thorium unter diesen 
Umstanden offenbar von der Placenta abgefangen. 

Wenn so Thorium, das in das innere Milieu des Kérpers gelangt, in 
der Leber aufgespeichert wird, dann ist zu erwarten, daB auch dadurch 
Anderungen in der Leberfunktion, im morphologischen Leberbild oder im 
Stoffwechsel auftreten. 

Morphologische Anderungen in der Leber nach intravendser Zufuhr 
von kolloidaler Thoriumdioxydlésung stellten Huguenin, Nemours und Albot 
fest. Sie fanden, daB dieses intravends eingespritzte Thoriumdioxyd bei 
Kaninchen vor allem in den Zellen des retikulo-endothelialen Gewebes 
verankert wird, naimlich in den retikularen Milzzellen und in den Kupfer- 
schen Sternzellen der Leber. Schon 10 Minuten nach der Injektion ist 
diese Fixation vollendet, und diese Autoren haben bis 9 Monate nach der 
Injektion noch Thorium in diesen Zellen nachweisen kénnen. Durch die 





zug 
das 
unc 
Die 
tior 
par 
wer 


nan 
in 
Unt 
im 

Th 


mal 
wur 
Kol 
nac] 
best 


dies 
den 
0,6 § 
den 


cleic 
der 
durc 
bere 
Die 





Einflu8 von Thorium auf den Stoffwechsel. 143 


Thoroxydimbibition von Leber und Milz bildet sich entsprechend der 
GréBe der verwandten Dosis eine in ihrem Grade variable Veranderung 
dieser Organe aus: Diffuse Hepatitiden, die sowohl das epitheliale, wie das 
mesenchymale Gewebe -betreffen, und die schlieBlich in Cirrhosen iiber- 
gehen, bilden sich aus. Man sieht im Verlauf der ganzen Erkrankung, 
da8 durch voluminése Makrophagen die Thorpartikel nach den Lymph- 
wegen geschleppt werden. Zu alledem gesellt sich eine Pericholangitis. 
Nach groBen Gaben (15 bis 20 cem der kolloidalen Thoroxydlésung) erhalt 
man rasch sich entwickelnde Atrophie der Leberbalkchen. Mittlere Gaben 
von 3cem machen je nach der Haufigkeit ihrer Wiederholung graduell 
verschiedene Stérungen: Immer aber geht die Lasion des Epithels der 
Ausbildung der Sklerose vorauf. Einen Monat nach der Injektion von 5 cem 
der Lésung zeigte ein Kaninchen eine deutlich gesteigerte Galaktose- 
ausscheidung im 24stiindigen Harn. Vorher leberkranke Tiere vertragen 
das Thor sehr schlecht und sterben bei an sich nicht tédlichen Dosen. Die 
Milzanderungen gehen mit den Leberainderungen konform, nur treten die 
cirrhotischen Erscheinungen in den Hintergrund. 

Aus den Versuchen von Huguenin, Nemours und Albot -geht aber 
zugleich auch hervor, daB der schadigende Effekt von Thordioxyd, das in 
das innere Milieu des Korpers gelangt ist, ganz von der Dosierung abhangt 
und von der Zeit, in der die betreffende Dosis dem K6rper zugefiihrt wird. 
Die Untersuchungen dieser Forscher haben aber auch schon auf das funk- 
tionelle Gebiet iibergeleitet, indem nach gréBeren Thoroxydgaben bei 
parenteraler Zufuhr derselben Leistungsaénderungen in der Leber festgestellt 
werden konnten. Hieran kniipfen meine eigenen Untersuchungen an. 


Ich habe zu meinen Versuchen eine lésliche Thorverbindung, 


nimlich das Thoriumchlorid, gewahlt und habe diese Verbindung enteral 
in einer wasserigen Lésung dem Kérper zugefiihrt. Das Ziel meiner 
Untersuchungen war, festzustellen, ob sich irgendwelche Anderungen 
im allgemeinen Kérperstoffwechsel im AnschluB an eine derartige 
Thoriumzufuhr nachweisen lieBen. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuchsanordnung war folgende: Bei etwa 2,5 bis 3,0 kg schweren 


mannlichen Kaninchen, deren Futter aus frischen Mohrriiben bestand, 
wurden die 24stiindigen Harnmengen gesammelt. In dem Harn wurde der 
Kohlenstoff nach der Methode von Niclouxr-Osuka, der Vakatsauerstoff 
nach der neuen Helmut Miillerschen Methode, der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt. 

In einer Vorperiode von etwa 1 Woche erhielten die Tiere lediglich 
dieses Futter. In der folgenden Hauptperiode bekamen sie als Zulage in 
den ersten Tagen 0,1 bis 0,2 g und in den spateren Tagen vielfach 0,4 bis 
0,6 ¢ Thoriumchlorid, in 20 cem Wasser gelést, durch die Schlundsonde in 
den Magen eingegossen. 

In der Vorperiode wurde in zwei aufeinanderfolgenden, ungefihr 
gleichen Abschnitten durch Addition der einzelnen Tageswerte und Division 
der Summen durch die Zahl der Tage der Mittelwert festgestellt und dann 
durch Division der entsprechenden Mittelwerte der Durchschnittsquotient 
berechnet. Dasselbe geschah in den beiden Abschnitten der Haupt perioden. 
Die Differenz der mittleren Quotienten der beiden Vorperiodenabschnitte 
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Harn- 
menge 


Bemerkungen 


Kaninchen Nr. 1. 


2510 1,5120 0,995 1,671 Vorperiode I. Teil. 

2486 1,3666 0,929 1,471 Vorperiode II. Teil. 

2498 1.4497 0,915 1.584 Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank. = 0,200 
2558 1.3390 1.0066 1,330 0,2g Thoriumchlorid pro kg taglich. 

2626 1,2912 1,1416 1,131 04g Thoriumchlorid pro kg tiglich. 


Kaninchen Nr. 2. 
2916 1.7139 1,259 1,360 Vorperiode I. Teil. 
2760 1.9460 1,586 (1,226) Vorperiode II. Teil. 
2811 1.8134 1.3991 1,296 Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank 
2735 1.4989 1.3907 1,077 0,2g Thoriumehlorid pro kg tiglich. 
2646 1,5014 1,4364 1,045 0,4g Thoriumehlorid pro kg taglich. 


Kaninchen Nr. 3. 
2360 0.9177 0.5804 1,581 | Vorperiode I. Teil. 
2390 1.4095 0.7219 1,952 Vorperiode II. Teil. 
2372 1.1285 0,6411 1,761 Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank. 
2552 0.9067 0.4610 1,966 0,6g Thoriumchlorid pro kg taglich. 


Kaninchen Nr. 4. 
2417 28 0.4062 3.068  Vorperiode I. Teil. 
2433 0.4290 2.454 Vorperiode II. Teil. 
2424 0,4160 2.807 Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank 
2215 5960 0.4299 1.316 06g Thoriumehlorid pro kg taglich. 


Kaninchen Nr. 5. 
2362 0,8247 0.4398 1,875 Vorperiode I. Teil. 
2350 0.8613 0,43501,980 Vorperiode II. Teil. 
9357 0.8404 0.4377 1.920: Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank. = 0,105 
2337 0.8277 0.5621 1.472 0,6g Thoriumchlorid pro kg taglich 





Bemerkungen 


Korper- 
gewicht 
Harn- 
menge 


KR 


Kaninchen Nr. 6. 
2837 8.4882 0.764 !4.565 Vorperiode I. Teil. 
IS46 3.4068 0.759 |4.488 Vorperiode IT. Teil. 
2841 3.4475! 0.761 4.526 Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank. = 0,077 
2836 2.8136) 0.477 5.898 0,1g Thoriumehlorid pro kg tiglich. 
2882 3.2221 0,439 7,324 0,2 g Thoriumchlorid pro kg tiaglich. 


Kaninchen Nr. 7. 
2766 4.1953) 0,652 6,439 | Vorperiode I. Teil. 
2786 3.6359 0.595 6,102 Vorperiode II. Teil. 
2776 e 3.9156 0.624 6.275 Ganze Vorperiode. Physiol. Schwank. = 0,33 
2636 | 371 | 3.0851 0.951 |3,244 0,1g Thoriumehlorid pro kg taglich. 
16—31 2688 3.3965 0.590 5.891 0,2g Thoriumechlorid pro kg taglich. 








634. 
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334 
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heiBt die physiologische Schwankung der Quotienten. Andert sich in der 
Hauptperiode die Quotientlage, so muB sie von dem Mittelwert der ganzen 
Vorperiode starker differieren, als es dem Wert der physiologischen Schwan- 
kung entspricht. 

Kinzelheiten tiber die Versuche sind aus den beigefiigten Tabellen 
ersichtlich. Saémtliche Zahlen sind Mittelwerte aus den Einzelanalysen der 
24stiindigen Harnmengen jeder einzelnen Periode, deren Dauer die Zahl 
der Versuchstage angibt. 

Versuchsergebnisse. 

Bei den Kaninchen Nr. 1 bis 5 wurde der Kohlenstoffquotient 
bestimmt. Bei einer Gabe von 0,2 bis 0,4g Thoriumchlorid pro 1 kg 
Kérpergewicht zeigte sich bei den Kaninchen Nr. 1 und 2 erst bei der 
Gabe von 0,4 g eine deutliche Senkung, die bei den Kaninchen Nr. 4 
und 5 bei Gaben von 0,6g Thoriumchlorid pro 1 kg Kérpergewicht 
noch deutlicher hervortrat. 

Alle diese Kaninchen hatten wahrend des Versuchs ihr urspriing- 
liches Kérpergewicht bewahrt, oder sie hatten ein wenig an Gewicht 
abgenommen oder zugenommen. Nur das Kaninchen Nr. 3 zeigte 
eine etwas betrachtlichere Gewichtszunahme wahrend des Versuchs. 
Bei diesem Kaninchen anderte sich der Harn-Kohlenstoffquotient 
trotz taglicher Gabe von 0,6 g Thoriumchlorid iiberhaupt nicht. Bei 
allen iibrigen Kaninchen, bei denen die Senkung unter der Thorium- 
chloridgabe festzustellen war, blieb wahrend der Thoriumgabe entweder 
die N-Ausscheidung durch den Harn unbeeinfluBt oder nahm zu, dagegen 
nahm die C-Ausscheidung immer ab. Daraus ergibt sich die Senkung 
des Kohlenstoffquotienten von selbst. Daraus geht aber auch hervor, 
da8 das Thoriumchlorid zu einer Oxydationssteigerung gefiihrt hat. 

Bei den Kaninchen Nr. 6 und 7 wurde der Oxydationsquotient im 
Harn bestimmt. Bei beiden Tieren waren die Kérpergewichtsschwan- 
kungen wahrend der Versuche gering. Kaninchen Nr. 6 nahm um etwa 
75g zu, Kaninchen Nr. 7 nahm etwa 50g ab. Bei beiden Kaninchen 
trat eine Steigerung des Oxydationsquotienten unter der Thorium- 
gabe auf. 

Wenn auch die Versuche uns keinen Aufschlu®B iiber die genaue 
Stickstoffbilanz geben, so ist es doch von Interesse festzustellen, wie 
sich der Stickstoffgehalt des Harns bei den einzelnen Versuchen verhielt. 
Das Kaninchen Nr.6 hatte im Durchschnitt in den fiinf Versuchs- 
abschnitten, die sich in der Tabelle finden, folgende Mohrriibenmengen 
durchschnittlich taglich verzehrt: im ersten Abschnitt 457 g. im zweiten 
718 g, im dritten 800 g, im vierten 835g und im fiinften 880g. Das 
Kaninchen Nr. 7 hatte in den einzelnen Versuchsabschnitten an frischen 
Mohrriiben durchschnittlich taglich verzehrt: im ersten und zweiten 
Abschnitt 720 g, im dritten Abschnitt 554 g, im vierten Abschnitt 580 g 
und im fiinften Abschnitt 610 g. 
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Wahrend der Thoriumgabe verhielt sich die Stickstoffausscheidung 
bei den beiden Kaninchen folgendermaBen : 

Beim Kaninchen Nr. 6: Starke Senkung trotz dauernder Steigerung 
der Nahrungsaufnahme. 

Beim Kaninchen Nr. 7: Erst Steigerung, dann Senkung bei an- 
fanglicher Verminderung und darauffolgender Vermehrung der Nahrungs- 
aufnahme. 

Daraus geht hervor, daB die beobachteten Anderungen im Stickstoff- 
gehalt des Harns waihrend der Thoriumgabe sich unabhingig von dem 
Umfang der Nahrungsaufnahme vollziehen, also abhingig von der 
Thoriumwirkung sind. 

Die Vakat-O-Werte des Harns waren in diesen Versuchsperioden 
folgende: 

Beim Kaninchen Nr.6: Voriibergehende Senkung mit darauf- 
folgender Wiedererreichung des Vorperiodenwertes. 

Beim Kaninchen Nr. 7: Erst starkere Senkung, zum Schlu8 leichte 
Erholung. 

Das Kaninchen Nr. 6 erhielt zuerst 0,1 g Thorchlorid, spaiter 0,2 g 
pro Kilo, das Kaninchen Nr. 7 bekam dieselben Dosen. 

Es ist hier zu bemerken, daB die Kaninchen Nr. 1 und 5 gréBere 
Thoriumgaben als die Kaninchen Nr. 6 und 7 bekamen. Die Kaninchen 
Nr. 6 und 7 mit Bestimmung des Oxydationsquotienten erhielten (),1 
bis 0,2 g, die Kaninchen Nr. 1 bis 5 mit Bestimmung des Kohlenstoff- 
quotienten dagegen 0,2 bis 0,6g Thorchlorid pro 1 kg Kérpergewicht. 

Bei diesen kleinen Dosen sank der Vakat-O des Harns, aber die 
Senkung war nicht so dauerhaft wie die Senkung des C-Gehaltes des 
Harns bei den gréBeren Dosen. Die N-Ausscheidung war nach den 
kleinen Dosen dauernd oder nach rasch voriibergehender Steigerung 
eingeschrankt, bei den groBen Dosen blieb sie unbeeinfluBt oder nahm zu. 

Aus diesem Vergleich geht hervor, daB kleine Thoriumchloridgaben 
(0,1 bis 0,2 g pre 1 kg) die Tendenz haben, die N-Ausscheidung einzu- 
schrinken, daB gréBere Thoriumchloridgaben (0,2 bis 0,6g pro 1 kg) 
aber die Tendenz zeigen, die N-Ausscheidung zu steigern. Ferner ver- 
ringern die kleinen Thoriumchloriddosen die dysoxydable Harnsubstanz, 
gemessen am Vakat-O, nur unbedeutend und voriibergehend, wahrend 
die groBen Thoriumdosen eine dauerhafte Verringerung dieser dys- 
oxydablen Substanz, gemessen am Harn-C-Gehalt, herbeifiihren. 

Darum geht der Harnquotient bei kleinen Thoriumchloridgaben 
entweder nur voriibergehend (Kaninchen Nr. 7) herunter, oder steigt 
an (Kaninchen Nr. 6), wenn die Einschrankung der N-Ausfuhr stark 
genug ist, wahrend bei groBen Thoriumchloriddosen der Harnquotient 
in der Regel sinkt. 
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Aus allen meinen Versuchen ergibt sich, daB die Stoffwechsel- 
wirkung kleiner Thoriumchloridgaben (0,1 bis 0,2 g pro ] kg) inkonstant 
ist, die Wirkung auf die N-freie und N-haltige Substanz ist nicht ein- 
heitlich. GréBere Thoriumchloridgaben (0,2 bis 0,6 g pro 1 kg) dagegen 
wirken oxydationsférdernd. 

Bei der eingangs nachgewiesenen Affinitét des Thoriums zum 
Lebergewebe liegt der Gedanke nahe, daB die geschilderte Stoffwechsel- 
inderung, die die enterale Thoriumchloridgabe zum Kérper auslést, auf 
dem Wege iiber die Leber zustande kommt. Nicht unerwahnt bleiben 
mége, daB Goldbloom bei normalen Kaninchen nach der peroralen Gabe 
sehr kleiner Radiothordosen in Verbindung mit Baudischschem Eisen- 
oxyd den Harnquotient C: N ansteigen sah. 


Wenn uns nun die anatomischen Untersuchungen von Huguenin, 
Nemours und Albot zeigen, daB bei parenteraler Gabe von Thoriumdioxyd 
in kolloidaler Lésung der primaire Angriffspunkt der Wirkung in der 
Leber das Epithel ist, abgesehen von der Verankerung der Substanz im 
retikulo-endothelialen Gewebe, daB ferner die Intensitét dieser und aller 
anderen Wirkungen abhangig ist von der Gr6éBe der Dosis, und wenn meine 
eigenen Versuche zeigen, da8 ebenfalls in Abhangigkeit von der Dosierung 
bei der enteralen Gabe einer léslichen Thorverbindung (Thoriumchlorid) 
allgemeine Stoffwechselanderungen vorziiglich im Sinne einer Oxydations- 
steigerung (Abnahme von ('- und Vakat-O im Harn) in qualitativer Hinsicht 
auftreten, die man wohl mit der Leber in Zusammenhang bringen darf, 
dann muB man sich die Frage vorlegen, ob man nicht im Thorium eine 
Substanz hat, durch die man bei geeigneter niedriger Dosierung ein funk- 
tionell unterwertiges Leberparenchym stimulieren und bei héherer Dosierung 
in den Fallen, in denen es vielleicht erwiinscht wire, eine Bindegewebs 
proliferation im Sinne einer Narbenbildung begiinstigen kann. Auch an 
eine Kombination der Thoriumstimulation der Leber mit der Glykogenmast 
der Leber, eventuell unter Insulinanwendung (Umber), wire zu denken. 
Indessen gehéren diese theoretischen Fragen vor das Forum der Klinik. 
Sie sollten hier nur iiberhaupt einmal aufgeworfen werden. 


Nachste Aufgabe der Experimentalforschung wiirde aber sein, 
die Verweildauer enteral zugefiihrter léslicher Thoriumverbindungen im 
K6érper zu studieren. 
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Uber die Beziehungen 
des Neutralschwefels und der .Jodsiurezahl* zum Auftreten 
itherunléslicher Phenolderivate im Harn. 


Von 
Otto Fiirth, Rudolf Scholl und Heinz Herrmann. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1932.) 


I. Die Millon-Kérper im Harn und deren Beziehung zum Neutralschwefel. 


Kiirzlich hatten wir Gelegenheit, iiber das Auftreten von Phenol- 
derivaten im Harn und deren quantitative Auswertung auf Grund der 
Millonschen Reaktion zu berichten!. Die phenolischen, durch die 
Millon-Reaktion erfaBbaren Harnsubstanzen kénnen (wenn man von 
den praktisch wenig bedeutsamen mit Wasserdimpfen fliichtigen 
Phenolen absieht) in die beiden Kategorien der dtherldslichen und dther- 
unléslichen Phenole gesondert werden. Es gelingt, die letzteren in jener 
Harnfraktion zu erfassen, welche nach dem Vorgang von Mdérner- 
Sjéquist durch Fallung mit barythaltigem Alkoholither abgetrennt 
werden kann. Nach Beseitigung des Baryts durch Schwefelsaure, 
stérender Substanzen durch Phosphorwolframséure, dieser durch 
Chinin und des Chininiiberschusses durch Natronlauge konnten wir 
diese Phenolkomplexe mit Hilfe der Millon-Reaktion nach jenem 
Prinzip ermitteln, das von O. Fiirth und A. Fischer fiir die Tyrosin- 
bestimmung in Proteinen seinerzeit ausgearbeitet worden ist (die 
direkte Anwendung der Millon-Reaktion auf den Harn ist in hohem 
rade irrefiihrend). Normaler menschlicher Harn enthalt atherunlésliche 
Phenole nur in Spuren. Dagegen steigt die Menge derselben unter ge- 
wissen pathologischen Bedingungen erheblich an; wir haben Werte 
bis 36 mg-°%, bei einem Falle von akuter gelber Leberatrophie sogar solche 
bis 104 mg-°, angetroffen. Einer solchen Vermehrung begegneten 
wir vor ailem bei Stérungen der Leberfunktion (auch auf der Héhe des 
katarrhalischen Ikterus, nicht aber bei der Cirrhose), bei schweren 
Darmerkrankungen, sowie bei fortgeschrittener Tuberkulose, in diesem 


| O. Fiirth u. R. Scholl, diese Zeitschr. 248, 274, 1931. 
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Falle vermutlich als Symptom eines erhéhten Zerfalls von kérper 
eigenem Protoplasma. 

Nun ist man vielfach gewohnt, den im Harn zur Ausscheidung 
gelangenden neutralen Schwefel als MaBstab des Zerfalls kérpereigenen 
Protoplasmas anzusehen. Es lag daher nahe, das Auftreten dtherunlés- 
licher Millon-Kérper im Harn zu der vermehrten Ausscheidung von 
Neutralschwefel in Beziehung zu bringen, welche ihrerseits wiederum 
mit jener dunklen und mangelhaft bekannten Kategorie von Harn- 
bestandteilen in Zusammenhang gebracht worden ist, die man unter 
dem Schlagwort ,,Oxyproteinsduren** zusammenzufassen pflegt?. 

Die quantitative Bestimmung des Neutralschwefels im Harn, welcher 
bekanntlich als Differenz Gesamt-S minus Gesamt-Sulfat-S berechnet 
wird (wobei sich wiederum der Gesamt-Sulfat-S aus den beiden Kom- 
ponenten anorganischer S + S der gepaarten Schwefelséuren zusammen- 
setzt), war friiher recht zeitraubend und miihselig. Wir méchten in 
dieser Hinsicht eine Mikromethode von K. Lang? (Kiel) als wesentlichen 
Fortschritt begriiBen. Wir haben dieselbe fiir unsere Zwecke in dem 
Sinne modifiziert, daB wir die kolorimetrische Auswertung mit Hilfe 
einer Farbenreaktion durch eine jodometrische Bestimmung ersetzten. 

Um nach Lang etwa in '},cem Serum oder in 1 cem Harn den 
Gesamtschwefel zu bestimmen, geht man derart vor, da man in einem 
Veraschungskélbchen mit ein wenig rauchender Salpetersiure unter 
Zusatz von Perhydrol die organische Substanz véllig zerstért. Man 
dampft fast zur Trockne und setzt dann eine Lésung von Barium- 
chromat in Salzsiure zu. Nach der Gleichung BaCrO, + H,SO, 

BaSO, + H,CrO, wird jedem Molekiil vorhandener Schwefelsaiure 
entsprechend je ein Molekiil Chromsaure in Freiheit gesetzt. Der Uber- 
schuB von Bariumchromat wird nun mit Calciumhydroxyd ausgefallt 
und es bleibt schlieBlich jedem Molekil urspriinglich vorhandener 
Schwefelsiure entsprechend je ein Molekiil Chromsaure als leicht 
lésliches Calciumchromat in Lésung. Wahrend sich nun Lang fiir die 
Bestimmung einer Farbenreaktion mit Diphenylcarbazid*® bedient hat, 
haben wir es vorgezogen, die Chromsaure in iiblicher Weise jodometrisch 
zu bestimmen. 

Handelt es sich nun darum, den Neutralschwefel als Differenz 
zwischen Gesamt-S und Gesamtsulfat-S zu ermitteln, so geht man 
derart vor, daB man zunachst durch Hydrolyse mit verdiinnter Salz- 


1 Vgl. diesbeziiglich O. Fiirth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chemie IT, 
S. 108ff., 1928. 
2? K. Lang, diese Zeitschr. 213, 469, 1929. 


_N NH .C, si 
> CcOo< a—3S oH tsteht leicht aus Harnstoff und Pheny!- 


5 
. se en 
SNH—NH.C,H; 
hydrazin unter Entweichen von Ammoniak. 
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siure die gepaarten Schwefelsiuren aufspaltet und nunmehr das an- 
organische Sulfat bestimmt. Zu diesem Zweck wird z. B. '/, cem Harn 
mit 9,5cem n/100 BaCrO, versetzt, der Uberschu8 von Barium- 
chromat mit Calciumhydroxyd beseitigt und die durch Umsatz neu 
entstandene Chromsaure (je 1 Molekiil H,SO, entspricht 1 Molekiil 
H,CrO,) bestimmt. 
Wir gingen zum Zweck der Gesamt-S-Bestimmung derart vor, dai 
'/, bis leem Harn in einem Pyrex-Veraschungskélbchen mit 2 cem rau 
chender Salpeterséure (purissimum pro analysi Merck) durch einen Mikro 
brenner zum Kochen gebracht wurde. Es wurde dann Perhydrol (purissimum 
pro analysi Merck) so lange tropfenweise zugesetzt, bis vollkommene Auf 
hellung erfolgt war. (Dazu waren etwa 10cem Perhydrol erforderlich. 
Dann wurde auf ein kleines Volumen, aber nicht zur Trockne eingedampft 
(das Perhydrol muB8 ganzlich zerstért sein, damit nicht bei Chromatzusatz 
Uberchromsaure entsteht!). Nunmehr wird in ein 10-cem-MeB8k6lbchen 
mit wenig Wasser iiberspiilt, mit einer Lésung von n/100 BaCrQ, in Salz- 
siure' unter Durchmischen bis zur Marke aufgefiillt; dann wird in eine 
Eprouvette abgegossen, mit einer Messerspitze Calciumhydroxyd gut 
gemischt und nach 5 Minuten Stehen durch ein trockenes Filter filtriert. 
Vom Filtrat wurde Icem in einem kleinen EHrlenmeyer-Kolben hinein- 
gemessen, mit etwa 2cem Wasser verdiinnt, mit 3 Tropfen 10° iger 
Schwefelsiure angeséuert, mit Jodkali und Starkekleister versetzt und mit 
frisch bereiteter n/200-Thiosulfatlésung (nicht haltbar!) titriert: 1 cem 
n/200 Thiosulfat entspricht 0,053 mg S*. 
Wir haben es nicht unterlassen, uns vom richtigen Funktionieren 
dieses Verfahrens durch Kontrollbestimmungen zu vergewissern. 
a) Cystin: 
Statt 48,0 mg gefunden 47,2 mg S 
67,8 .. " 13,6 ., §S 
80,2 ., Pr it = @ 
64.5 ,, . 63,9 .. S 


b) Casein (Hammarsten) in 0,1 g: 
: Statt 0.70 mg gefunden 0,63 mg S 


c) Menschensera (Doppelbestimmung) : 
95 mg-°% 
96 SC, 
107—,, 
107 
120 
121 


Mittel: 108 mg-°, 
(Mittelwert von Lang 
angegeben mit 115 mg-"),) 


' Vgl. K. Lang, l.c. 8.470: 1,2670g BaCrO, wurde unter Zugab 
von 100cem n HCl zu 1000 cem geldst. 
* Nach der Gleichung CrO, + 3HJ + 3HCl = CrCl, + 3H,0 + 3 J 
(Beckurtz, MaBanalyse 1913, 8. 352) entspricht 
1S—» 1H,SO,—>» 1H,CrO, bzw. CrO, —> 3 J. 


32 
Daher entspricht 1 cem n/200 Thiosulfat '/,cem n/200 8 oder 3-900 ™ 


0,053 mg Schwefel. 
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Der Neutralschwefelgehalt des normalen Harnes wurde nach obigem 
Verfahren aus der Differenz Gesamt-S minus Gesamtsulfat-S in finf 
Fallen ermittelt. 

Gesamtsulfatbestimmung! nach K. Lang (l.c. 8.471 und 472). 

1/,ccm Harn wurde in einem 10-ccm-MeBkolben mit 1/, ccm 
10°,iger HCl 1 Stunde in ein kochendes Wasserbad versenkt. Nach 
dem Erkalten wurde mit n/100 BaCrQ, (s. oben) auf 10 cem aufgefiillt 
und dann wie oben weiter gearbeitet. 


a) 84,2 mg-° 
"909 


fmom 


v0 


12,0 mg-°,, Neutral-S, das ist 14,3°,, vom Gesamt-S 

Q7 0 
b) 97,0 mg-°5 

ed i 6 

14,9 mg-°,, Neutral-S, das ist 15.4% vom Gesamt-S 
c) 94,6 mg-% 

80,4 

14,2 mg-°,, Neutral-S, das ist 15,0°, vom Gesamt-S 


d) 83,5 mg-% 
70,6. ;, 


t 


12,9 mg-°, Neutral-S, das ist 15,5°, vom Gesamt-t 


86,5 mg-% 
74,0 


12,5 mg-°, Neutral-S, das ist 14,5°% vom Gesamt-S 


Im Mittel 13,3 mg-°, Neutral-S, das ist 14,9°, vom Gesamt-S. 


Zum Vergleich fiihren wir an, daB M. Weiss? aus zahlreichen Analysen 
von Schaffer, Gawinsky und seinen eigenen fiir den Tagesharn von Er- 
wachsenen gefunden hat: 

Gesamt-S 0,9443 g, Neutral-S 0,1421 g, das ist 15,0°,, vom Gesamt-S, 
und aus eigenen Analysen: 


Gesamt-8 0,9436 g, Neutral-S 0,1557 g, das ist 16,5°, vom Gesamt-S. 


1 Da der normale Harn eine nicht unbetrachtliche Menge Jod verbraucht 
(vgl. O. Weltmann, Wiener Arch. f. innere Med. 2, 106, 1920), muBten wir 
uns die Frage vorlegen, ob nicht vielleicht dieser Umstand unsere Be- 
stimmungen zu falschen imstande sei. Eine einfache Uberlegung lehrt 
jedoch, daB bei unserer Arbeitsweise selbst das volle Jodbindungsvermégen 
des Harns in die Fehlergrenzen fallen miiBte, gegeniiber der durch die 
Chromsaure in Freiheit gesetzten Jodmenge. Uberdies wird die Harnsaure, 
welche bei der Jodbindung des Harns im Vordergrunde steht (vgl. Wdl- 
helmine E. Fiirth, diese Zeitschr. 159, 130, 1925), bei der Fallung mit Calcium- 
hydroxyd beseitigt. Auch haben wir uns davon iiberzeugt, daB, wenn man 
Harn mit dem halben Volumen 10°,iger Salzsiure 1 Stunde kocht, dann 
mit gepulvertem Calciumhydroxyd alkalisch macht, filtriert und mit Salz- 
siure ansduert, das Jodbindungsvermégen aus dem Filtrat verschwunden ist. 

2 M. Weiss, diese Zeitschr. 27, 181, 1910. 
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Il. Die Jodsiiurezahl des normalen Harns. 


Auf der Suche nach einer Mikromethode zur Bestimmung des 
Adrenalins im Blut hat M. Chicano! die ,,Jodsdurezahl’’ des Serums 
als MaBzahl fiir die Anwesenheit leicht oxydabler Substanzen in dem- 
selben ermittelt. Die durch Jodsaiure erfaBbaren Serumsubstanzen 
sollen zu etwa drei Vierteln ,,Adrenalinsubstanzen* sein, welche durch 
Tyrosinase angegriffen werden; das iibrigbleibende Viertel soll auf 
Rechnung von Harnsaure, sowie auf Produkte entfallen, die sich vom 
intermediéren EiweiBstoffwechsel herleiten. 0,4°,ige Traubenzucker- 
lésungen reagieren nicht mit Jodsdiure derart, so daB Blutzucker- 
schwankungen ohne Einflu8 sind. 

Chicanos Vorgang war folgender: 1 cem des zu untersuchenden Serums 
wurde mit 37 cem Wasser und 2 ccm frisch bereiteter 5 °,iger Metaphosphor- 
sdure versetzt, geschiittelt und nach 10 Minuten durch ein trockenes Falten- 
filter filtriert. Vom Filtrat wurden 20 cem ('/,cem Serum entsprechend, 
darf mit Sulfosalicylsiure keine Triibung mehr geben) in einen kleinen 
Erlenmeyer-Kolben pipettiert; dazu 2 ccm einer */99 mol. KJ O,-Lésung ?; 
es wurde zum Sieden erhitzt und 4 Minuten lang in einem siedenden Wasser- 
bad gehalten; dazu 2 ccm 10° iger Schwefelséure, und iiber Nacht stehen- 
gelassen. Nunmehr wurde die unverbraucht gebliebene Jodsaure titri- 
metrisch bestimmt, indem nach Zusatz von 0,5cem 5° ,iger Jodkalium- 
lésung mit n/200 Thiosulfat zuriicktitriert wurde. Nach der Gleichung 
HJO, +5HJ = 3J, +3H,O macht | Molekiil Jodsiure 6 Atome Jod 
frei. Als ,,Jodséurezahl‘* wurde der Verbrauch von Jodsiure in Kubik- 
zentimetern n/10 Jodlésung fiir 1 cem Serum bezeichnet. Chicano fand fiir 
normales Menschenserum einen Wert von 0,153. Wir fanden an vier ganz 
frisch entnommenen menschlichen Blutproben Werte von 0,179, 0,171, 
0,162 und 0,174, an defibriniertem Rinderblut 0,150. Spontan geronnene 
Blutproben sowie verschiedene altere Sera gaben aber nur minimale Werte, 
so da8 wir von unserer urspriinglichen Absicht, die Jodséurezahl des Blutes 
zum Neutral-S desselben in irgendeine Beziehung zu bringen, alsbald ab- 
gekommen sind. 

Dagegen wandten wir unsere Aufmerksamkeit den Jodsdure ver- 
brauchenden Substanzen des Harnes au und wir fanden solche tatsachlich 
in dem wasserléslichen Anteil der auch den Neutralschwefel einschlieBenden 
Morner-Sjéquist-Fraktion. Wir gingen daher daran, die Beziehung 
zwischen der Jodsdurezahl des wasserldslichen Anteiles der Mérner- 
Sjéquist-Fraktion des Harnes zum Neutralschwefel genau zu studieren. 
Es sei hier daran erinnert, daB die nach Mérner-Sjéquist durch baryt- 
haltigen Alkohol-Ather fallbare Harnfraktion frei ist von Harnstoff, 
Ammoniak, Hippurséiure und Kreatinin und als Hauptbestandteile 
Harnsdure (neben Purinen und Allantoin), sowie die sogenannten 
Oxyproteinsiuren enthalt, einschlieBlich gewisser dazugehériger Farb- 

1 M. Chicano, diese Zeitschr. 205, 166, 1929. 

2 1leem einer solchen Lésung entspricht 1 cem n/200 Thiosulfatlésung 
bei der Umsetzung mit Jodkalium in saurer Lésung. 
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stoffe der Urochromgruppe. Da nun aber die Bariumverbindung der 
Harnsaure in Wasser unldéslich ist (diejenige des Allantoins ist wasser- 
léslich), stehen im wasserléslichen Anteil der Mérner-Sjéquist-Fraktion 
des Menschenharnes sicherlich die den Neutralschwefel einschlieBenden 
Oxyproteinsduren im Vordergrund. 

Sicherlich sind Sulfhydrylkomplexe, wie sie z. B. im Cystein enthalten 
sind, durch Jodséure oxydierbar. Falls die Oxydation einfach zu Cystein- 
saure erfolgt, wiirde 1 Molekiil Cystein 

CH,SH CH,.SHO, 


CH.NH,+»CH.NH, 


COOH COOH 
das Verschwinden von 1 Mol KJO, entsprechen. Dieses aber macht bei 
Gegenwart eines KJ-Uberschusses in saurer Lésung 6 J frei. Also ent- 
spricht 1eem n/200 Jod 1 eem n/1200 Cystein. Da das Molekulargewicht 
des Cysteins 121 betragt, bedeutet dies 0,00010 g Cystein oder 0,00013 g 
Cysteinhydrochlorid. Wir fanden tatséchlich beim Versuch einer titri- 


metrischen Bestimmung des Cysteins durch Jodsdureoxrydation 95, 100, 101, 
98°. des theoretischen Wertes?. 

Wir gingen nunmehr daran, die _ ,,Jodsdurezahl’** des normalen 
Menschenharnes festzustellen und zum Gesamt-N und wasserléslichen 
Morner-Sjéquist-N in Beziehung zu bringen. 

Wir gingen beispielsweise so vor: Der Gesamt-N des Harnes wurde 
nach Kjeldahl mit 1,11°,, bestimmt. Sodann wurde der Harn mit so viel 
Salzsaure versetzt, daB Kongopapier sich eben blaulich farbte, um alle 
darin vorhandenen Substanzen von saurer Natur in Freiheit zu setzen. 
Nunmehr wurden zu 50 ccm Harn 15 g feingepulverten Atzbaryts und 
1 Liter eines Gemenges von 2 Teilen Aikohol und 1 Teil Ather hinzu- 
gefiigt. Nach einigem Stehen wurde der Niederschlag scharf abgenutscht, 
mit Alkoholither gewaschen, sodann samt dem Filter in eine Glas- 
biichse mit eingeschliffenem Stépsel iibertragen, mit 25 cem ‘Wasser 
1 Stunde lang geschiittelt, sodann filtriert; in 1 cem des Filtrats (2 ccm 
Harn entsprechend) wurde der wasserlisliche Mérner-Sjéquist-N mit 
0,025°,, das ist 2,3°, des Gesamt-N (1,11°,) ermittelt. In anderen 
Fraktionen zu ] ccm wurde die ,,Jodsaiurezahl** nach Chicano bestimmt: 
* Tatsachlich verlauft (vgl. BE. Abel u. Halla in Abeggs Handb. d. anorg. 
Chemie 4, II, 8S. 549—551) die Oxydation mit H JO, keineswegs so einfach 
und iibersichtlich, wie es auf den ersten Blick etwa scheinen mag. Wenn 
z. B. HgSO,; zu H,SO, oxydiert wird, so sollte aus H JO; doch HJ ent- 
stehen, dieses aber sogleich mit dem Uberschu8B von HJO, unter Jod- 
abspaltung weiterreagieren (HJO, + 5HJ = 3J,+3H,O). Tatsachlich 
aber kommt es, so lange noch schweflige Saure vorhanden ist, zu keiner 
Jodabscheidung, da das Jod gleich weiter reagiert (J, + SO, + 2H,O 
= H,SO,+2HJ). Die Oxydation mit HJO, scheint tiber HOJ als 
Zwischenstufe zu verlaufen. 
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lcem der Fraktion, entsprechend 2 ccm Harn, verbrauchte 1,58 ccm 
n/200 Jod oder 0,079 cem n/10 Jod; leem Harn sonach 0.039 com 
n/l0 Jod. Die Jodsdurezahl betrug sonach 0,039. 

Wir haben in gleicher Weise an 72 Proben normaler Menschenharn 
(davon drei Mischharne) die Bestimmung durchgefiihrt; in einigen der- 
selben wurde auch der Gesamt-S und der Neutral-S nach Lang bestimmt 





Jodsaurezahl in 
der Morner-Sjoquist- Pee ge Neutral-S 
Fraktion pro cem — in %J 
Harn in ecm des Gesamt-S 
n/10 Jod mg-9/5 


Lislicher 
Gesamt-N Morner-Sjoquist-N 
in %Jo 
des Gesamt-N 


0,031 84,2 
0,027 97,0 
0,031 94,6 
0,033 83.5 
0,038 86.5 
0,039 

0,933 


1,32 
0,92 
1,54 
1,77 
1,30 
1,11 
1,92 
1,01 
1,66 
1,17 
1,30 
1,64 


Mittel: 


wove 


mwmwoK wore 
~) 


S cot 


0.037 
0,038 
0,039 
0,031 
0,031 89,2 14,9 


wwe — & © 


SIs] @ ~1 00 


to 
+ 


Wir sehen sonach, daB die ,,Jodsiurezahl‘‘ des normalen Menschen- 


harnes (oder, richtiger gesagt, des léslichen Anteiles der Mérner- 
Sjéquist-Fraktion) innerhalb enger Grenzen zwischen 0,027 und 0,039 
schwankt. 

Was bedeutet nun aber eigentlich diese Jodséurezahl ? Ist sie vielleicht 
nichts anderes als eine MaBzahl fiir die Menge der in dieser Fraktion vor 
handenen Sulfhydrylgruppen ? 

. Wie wir oben gesehen haben, verbraucht 1 Molekiil Cystein theoretisch 
fiir seine Oxydation zu Cysteinsiure 1 Molekiil Kaliumjodat, welches 
seinerseits 6 Atome Jod frei macht. 1 cem n/10 Cystein-S entspricht also 
6cem n/10 Jod oder leem n/10 Jod entspricht '/,cem n/10 Cystein-S 

0,0032 r 
oder r = 0,0005 g Cystein-S oder 0,5 mg Cystein-S. Nun enthalten 
) 
100 eem Harn, wie wir oben gesehen haben, etwa 13,5 mg Neutral-S. Wenn 
wir diese ganze Neutral-S-Menge als Cystein-S in Rechnung stellen (was 
ja sicherlich nicht der Wirklichkeit entspricht), so wiirde dies einem Jod 
13,5 
verbrauch von a = 27 cem n/10 Jod fiir 100 cem Harn oder 0,270 cem 
vo 
n/10 Jod fiir 1 cem Harn entsprechen. Der der Jodsaurezah! entsprechend: 
Jodverbrauch entspricht aber im Mittel nur 0,031 cem n/10 Jod, das ent 
spricht aber nur dem neunten Teile obiger Menge. 


Da Cystin-S8, wie wir uns iiberzeugt haben, unter den angegebenen 
Reaktionsbedingungen von Jodsaure nicht oxydiert wird, kiénnte dies 
so gedeutet werden, daB eben nur ein Bruchteil des Neutral-S in det 
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Cysteinform, die Hauptmenge aber in Cystinform vorhanden sei. 
Sicherlich aber kommen in erster Linie die in der Fraktion enthaltenen 
leicht oxydablen Substanzen, die zu Polyphenolen in Beziehung stehen, 
in Betracht?. 


III. Untersuchung pathologischer Harne. 


Wir haben nun eine gr6éBere Anzahl pathologischer millonpositiver 
Harne untersucht, um dariiber ins klare zu kommen, ob und inwieweit 
ein Parallelismus zwischen dem Auftreten dtherunléslicher Millon-Kor per, 
dem Neutralschwefel und der ,,Jodsdéurezahl*‘ besteht. Wir stellen 
unsere an Normalharnen gewonnenen Zahlen an die Spitze der Tabelle 
und heben durch Fettdruck jene Werte hervor, welche die Norm nach 
oben hin iiberschreiten. 


. . ia al . 
Uberblicken wir nunmehr unsere Tabelle, so gelangen wir zu 
folgenden Ergebnissen: 


1. Léslicher Morner-Sjéquist-N in Prozenten des Gesamt-N. Die 
Werte halten sich innerhalb jener Grenzen, welche auch in der Norm 
vorkommen (1,6 bis 4°). Wahrend aber unter normalen Verhaltnissen 
Werte iiber 3,0 zu den Ausnahmen gehéren (zwei unter zwélf Beob- 
achtungen, s. oben), ist dies hier bei der Halfte der Beobachtungen der 
Fall. Man wird also eine maéBige Tendenz zur VergréBerung dieser Stick- 
stofffraktion immerhin anerkennen diirfen. 

2. Jodsdurezahl. Wir finden in 14 unter 25 Beobachtungen eine 
maBige VergréBerung der Jodsaurezahl (0,040 bis 0,050) gegeniiber 
der Norm (0,027 bis 0,039, Mittel 0,031). Diese Beobachtungen um- 
fassen 7 Faille von Carcinom, | Fall von Sarkom, 4 Falle von Lungen- 
tuberkulose mit schwerer Kachexie, 1 Fall von Sepsis und | Fall von 
Graviditat im zehnten Monat. 

3. Millon- Wert. Wahrend normale Harne durch die Millon-Reaktion 
erfaBbare atherunlésliche Phenolkérper in der Mérner-Sjéquist-Fraktion 
entweder gar nicht oder doch nur in Spuren enthalten, zeigte die groBe 
Mehrzahl der von uns untersuchten Fille Millon-Werte zwischen 7 
und 79 ing-°% (als Tyrosin berechnet). Negative Befunde erhielten 
wir nur in 2 Fallen von Carcinom ohne Kachexie und 2 Fillen von 
Graviditit. Vor der Gefahr, den Millon-Wert voreilig als MaBstab der 
Kachexie zu betrachten, bewahrt uns der Carcinomfall 6 mit seinem 
Millon-Wert von 79 mg-%,. Nur in einem einzigen Fall (und dieser 
betraf eine akute gelbe Leberatrophie) haben wir einmal einen noch 
héheren Wert von 104 mg-°%, beobachtet. Gerade beziiglich dieses 
Carcinomfalles (es handelt sich um ein operativ entferntes Rectum- 


+ Wir haben uns davon iiberzeugt, daB Brenzcatechin unter den an- 
gegebenen Bedingungen von Jodsaéure oxydiert wird. 


H. Herrmann: 
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carcinom) wird in der Krankheitsgeschichte ausdriicklich vermerkt, 
daB keinerlei Kachexie vorhanden war. 


4. Neutralschwefel in Prozenten des Gesamtschwefels. Von allen 
Kolonnen unserer Tabelle weist diese das homogenste Aussehen auf. 
Nur in 3 von 25 Fallen vermissen wir eine prozentische Vermehrung 
des Neutralschwefels: Bei je einem Falle von Carcinom und von Sarkom 
die beide ausdriicklich als nicht kachektisch bezeichnet worden sind, 
und einem Falle von Impfmalaria bei Behandlung progressiver Paralyse, 
wo von Kachexie keine Rede war. Nur in 3 von 21 Fallen (Nr. 10, 15, 17) 
vermissen wir ein Zusammentreffen einer vermehrten Neutralschwe fel- 
ausscheidung mit einer vermehrten Ausscheidung von Millon-Kérpern. 
Von diesen 3 negativen Fallen waren 2 gar keine Krankheitsfille, 
sondern Falle von Graviditat. Der dritte Fall (Nr. 10) aber betrifft einen 
Fall von Carcinoma mammae, mit Hemiplegie und Diabetes mellitus 
kombiniert. Wir miissen auch hier dankbar dafiir sein, daB uns dieser 
atypische Fall vor dem naheliegenden Irrtum bewahrt hat, von einem 
absoluten Parallelismus der Neutralschwefel- und Millon-Werte zu 
reden. Denn gerade hier findet sich bei negativem Millon-Befund der 
héchste von uns jemals beobachtete Neutralschwefelwert von 72°,. vom 
Gesamt-S (gegeniiber einer Norm von 15). Vielleicht hangt das mit der 
vorangegangenen Tuscheinjektion zusammen. Die Faille, wo ein solcher 
Parallelismus eben wirklich besteht, betreffen einerseits Stérungen der 
Leberfunktion, andererseits aber Fiille vermehrter Einschmelzung von 
kdrpereigenem Protoplasma infolge von Tumoren, schwerer Tuberkulose, 
Malaria oder Sepsis. Wir gelangen also wiederum zu jenem Standpunkt, 
zu dem wir uns in unserer ersten Verdéffentlichung bekannt haben!. 
Ob wir auch die Graviditat unter eine dieser beiden Kategorien einreihen 
diirfen, méchten wir einstweilen dahingestellt sein lassen. Tatsache 
aber ist es, daB ein Mischharn von 10 Graviden am Ende der Schwanger- 
schaft uns einen Millon-Wert von 18 mg-°,, neben einem Neutral-S 
von 25°, gegeben hat. 


In 1] unserer Falle hat sich zum Zusammentreffen eines erhéhten 
Neutralschwefels mit erhéhtem Millonwert auch eine erhéhte Jodsdure- 
zah!l gesellt. 


Wir gelangen also zum Ergebnis, daft die quantitative Untersuchung 
eines Harnes auf Neutralschwefel und Millon-Korper wertvolle Anhalts- 
punkte zur Beurteilung des Kérperprotoplasmazerfalls einerseits, der 
Integritiit der Leberfunktion andererseits zu liefern vermag und daf} unter 
Umstinden auch die Jodstéurezahl als unterstiitzendes Moment heran- 
gezogen werden kann. 


1 QO. Firth u. R. Scholl, diese Zeitschr. 243, 291, 1931. 
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IV. Zur Charakteristik der Mérner-Sjéquist-Fraktion des Harns. 


\ ie wir bereits gehért haben, gehért der Hauptanteil des Stickstoffs 
der wasserléslichen Moérner-Sjéquist-Fraktion des menschlichen Harns 
anscheinend den sogenannten Oxyproteinsduren an. Die Normalwerte 
des Oxyproteinsiure-N des menschlichen Harns diirften zwischen 


2 und 31/,°,, des Gesamt-N liegen, sind also von der gleichen GréBen- 


ordnung wie diejenigen des Stickstoffs des léslichen Anteiles der Mérner- 
Sjéquist-Fraktion. Der von dem einen! von uns seinerzeit an mensch- 
lichen Mischharnen ermittelte Mittelwert von 3,6°., ist zwar etwas 
héher; doch hat erst kiirzlich B. Weissberg? auf Grund seiner in diesem 
Institut ausgefiihrten Versuche auf die groBe Unsicherheit und die 
zahlreichen Fehlerquellen hingewiesen, welche den bisher geiibten 
Methoden der Bestimmung des dieser Harnfraktion angehérigen Stick- 
stoffanteils anhaften kénnen. 

Wir meinten zuerst, diese Abweichung kénnte vielleicht in dem Um 
stand begriindet sein, da8 ein Teil der als Oxyproteinséuren definierten 
EiweiBderivate (abiurete saure Produkte, die in Alkohol léslich, deren 
Barytsalze aber zwar in Wasser léslich, jedoch in Alkohol unldéslich sind) 
hei der Mérner-Sjéquist-Fallung ins Filtrat geht. Wir haben daher das 
so aus 50cem Harn erhaltene alkoholitherische. den ganzen Harnstoff 
enthaltende Filtrat abgedampft, den Riickstand in 10 ccm Wasser auf 
genommen, die .Mérner-Sjéquist-k allung wiederholt, den abgenutschten 
Niederschlag wiederum mit wenig Wasser 1] Stunde lang geschiittelt und 
einen aliquoten Teil der L6sung kjeldahlisiert. Die so gewonnene Korrektw 
war aber geringfiigig. Der lésliche Mérner-Sjéquist-N erhéhte sich so nur 
von 1,5 auf 1.7% des Gesamt-N. 

Wir stellten nunmehr eine Mérner-Sjéquist-Fraktion (MF.) aus 
2 Liter normalen Harnes her, uid iiberzeugten uns mit Hilfe von Urease, 
daB sie keinen Harnstofi beigemengt enthielt. Der N derselben ent- 
sprach 2,8°,, des Gesamt-N. Die direkte Bestimmung nach van Slyke 
ergab, daB 59°, des N der MF. als Amino-N reagiert. Wurde aber ein 
‘leil der MF. mit dem gleichen Volumen konzentrierter Salzsaure 
36 Stunden lang gekocht, so stieg der Amino-N auf 94°., d.h. nahezu 
der gesamte in der MF. enthaltene N verhalt sich so, daB seine Gesamt- 
menge nach energischer H ydrolyse in Form freier Aminogruppen zutage tritt. 

Wir haben aber weiterhin festgestellt, daB unsere Mérner-Fraktion 
auch schon vor der Hydrolyse bei Destillation mit Kalkmileh im Vakuum 
23°. thres N als Ammomak abgab, nach vollzogener Sdéurehydrol ys 
aber gar 58%. 

Dieser Befund stimmt mit Befunden iiberein, die seinerzeit Brings* 
in diesem Laboratorium an nach den alten Methoden abgetrennten Oxy 


! O. Firth, diese Zeitschr. 69, 448, 1915. 
2 B. Weissberg, diese Zeitschr. 228, 113, 1931. 
3 L. Brings, diese Zeitschr. 154, 41, 1924. 
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roteinsaurefraktionen erhoben hatte: Durch Destillation mit Barytwasser 
ermochte er 30°,, durch Kombination einer Hydrolyse mit 25° iger 


55”°,, des Gesamt-N 


schwefelsiure mit Salzsiurehydrolyse nach Folin aber 
Is Ammoniak abzuspalten. 

Nach Beseitigung alles lockeren Stickstoffs lieB sich aus der hydro- 
lysierten Fraktion nur 6°, des N mit Phosphorwolframsdure fillen. 

Wie sollen wir nun die Tatsache deuten, daf etwa die Halfte des 
in der zweifellos harnstofffreien MF. enthaltenen Stickstofis lockerer, 
durch Hydrolyse als Ammoniak abspaltbarer N ist? 

Da liegt der Gedanke nicht allzufern, die MF. kénnte neben Amino- 
séuren und Polypeptiden (deren Anwesenheit im Harn bereits im Jahre 
1905 von FE. Abderhalden und E. Pregl nachgewiesen worden ist) viel- 
leicht auch gréBere oder kleinere Mengen von Uraminosduren (Hydan- 
toinsiuren) enthalten. Man weiB?, daB sich die Umsetzung von Amino- 
siuren mit Harnstoff bei alkalischer Reaktion sehr leicht unter Bildung 
von Uraminosauren vollzieht: 

R.NH, NH, R.NH.CONH, 

- CO NH, + 

COOH NH, COOH 
Es geniigt z. B. tyrosinhaltigen Harn bei alkalischer Reaktion einzu- 
dampfen, um eine derartige Umsetzung fertigzubringen. Die Barytsalze 
derartiger Sauren sind leicht léslich in Wasser und schwer léslich in 
Alkohol®. Sie miissen sich also in der MF. bzw. in der Oxyproteinsiure- 
fraktion des Harns finden. Wo bei den alteren Methoden der Isolierung 
der Oxyproteinsaéurefraktion gréBere Harnmengen eingedampft worden 
sind, kénnten vielleicht solche Uraminosaéuren als Aunstprodukte neu 
entstanden sein. Bei der Fallung nach Mérner-Sjéquist wird allerdings 
der native Harn ohne vorausgehendes Eindampfen gefallt. Aber man 
muB sich fragen, ob nicht auch schon liangeres Stehen des alkalisch ge- 
wordenen Harns geniigen kénnte, um solche Uraminosiuren entstehen 
zu lassen. Dariiber wissen wir nun freilich nichts Positives. 

Wohl aber konnten wir den Nachweis erbringen, da} beim Ein- 
dampfen von Harn bei ganz schwach barytalkaiischer Reaktion der losliche 
Moérner-Sjoquist-N ganz erheblich zunimmt. In normalem Mischharn 
(Gesamt-N = 1,32°,) wurde der lésliche N der MF. mit 7,50°, des 
Gesamt-N ermittelt. Dann wurden 2 Liter desselben Harns mit Baryt- 
wasser ganz schwach alkalisch gemacht, am Wasserbad zum Sirup 
eingedampft und mit Wasser wieder auf 2 Liter gebracht. Nunmehr gab 
der neuerlich gefaillte Harn einen léslichen MF.-Stickstoff, ent- 
sprechend 2,95°, des Gesamt-N, also doppelt so viel als friiher. 


1 Vgl. O. Firth, Lehrb. Il, 8S. 72, 1925. 
* F. Lippich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2953, 1906; 41, 2974, 1908; 
W. Weinland, diese Zeitschr. 38, 385, 1906. 
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Fir Beistellung des klinischen Materials fiir diese Arbeit sind wir 
den Herren Dr. Nikolaus Alders (II. Frauenklinik), Dozent Dr. Alfred V 
Frisch, Assistent der II. mediz. Universitatsklinik, Dr. Hans Kaunitz 
(I. mediz. Klinik), Dr. Hans L. Popper, Assistent der chirurgischen Ab- 
teilung des Krankenhauses Wieden, Dr. Paul Steiner, Assistent det 
IIl. mediz. Abteilung des allgemeinen Krankenhauses und Dr. Berthold 
Weissberg (Spital der Gemeinde Wien) zu aufrichtigem Dank ver- 
pflichtet. 

V. Zusammenfassung. 

1. Die in der (durch barythaltigen Alkohol-Ather abtrennbaren) 
Morner-Sjéquist-Fraktion des Harns enthaltenen, durch die Millonsche 
Reaktion erfaBbaren phenolischen Substanzen, welche insbesondere 
bei erhdhtem Zerfall von kdrpereigenem Protoplasma sowie bei Stérungen 
der Leberfunktion vermehrt im Harn auftreten, stehen anscheinend zu 
einer vermehrten Ausscheidung des Neutralschwefels in Beziehung. 

2. Der Neutralschwefel im Harn kann als Differenz zwischen 
Gesamtschwefel und Gesamtsulfatschwefel nach der Methode von 
K. Lang bequem erfaBt werden, wobei jedes Molekiil Schwefelsaure 
aus zugesetztem Bariumchromat je ein Molekiil Chromsaure frei macht 
und diese bestimmt wird. Wir haben aber diese Methode dahin modi- 
fiziert, daB wir die Chromsiure, statt kolorimetrisch mit Diphenyl- 
carbazid, auf jodometrischem Wege ermitteln. 

3. In Analogie mit der ,,Jodsdurezahl** des Serums (welche nach 
Chicano in erster Linie adrenalinartige Substanzen erfaBt) wurde die 
Jodsiurezahl der Mérner-Sjéquist-Fraktion des Harns ermittelt. Sie 
betrug fiir den normalen Harn (pro 1 cem Harn in Kubikzentimeter 
n 10 Jod ausgedriickt) 0,027 bis 0,039, Mittel 0,031. Dieselbe erfaBt 
anscheinend in erster Linie jene leicht oxydablen Harnsubstanzen, welch: 
zu Polyphenolen in Beziehung stehen. 

4. Nur bei 3 von 21 millonpositiven Fallen vermibten wir ein 
Zusammentreffen einer vermehrten Neutralschwefelausscheidung mit einer 
vermehrten Ausscheidung von Millonkérpern. Die quantitative Unter- 
suchung des Harns auf Neutralschwefel und Millon-Koérper liefert 
wertvolle Anhaltspunkte zur Beurteilung des Protoplasmazerfalls 
einerseits, der Integritat der Leberfunktion andererseits. Unter Um- 
stiinden kann auch die Jodsdurezahl als unterstiitzendes Moment heran- 
gezogen werden. 

5. Zur Charakteristik des in der Mérner-Sjéquist-Fraktion des 
Harns enthaltenen harnstofffreien Stickstoffanteils wurde folgendes 
ermittelt: Etwa die Halfte dieses Stickstoffs ist locker und kann durch 
Hvydrolyse als Ammoniak gespalten werden. Nahezu die gesamte Menge 
ist so beschaffen, daB sie nach energischer Hydrolyse als in freien 
Aminogruppen enthaltener van Slyke-Stickstoff zutage tritt. Der Stick- 
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stoff der Mérner-Sjéquist-Fraktion vermehrt sich beim Eindampfen 
des schwach alkalischen Harns. Es wird vermutet, daB die Fraktion 
neben Aminosduren und Polypeptiden auch Uraminosduren als Kunst- 
produkte enthalten kann, welche durch Einwirkung von Harnstoff 
auf Aminoséuren 


R.NH, NH, R.NH—CO. NH, 
_ CO NH; + 
COOH N Hy COOH 
neu entstehen. 
Anhang. 
Neutralschwefelgehalt einiger Kérperfliissigkeiten. 

Wir teilen anhangsweise die nach dem von uns modifizierten Langschen 
Verfahren ermittelten Neutralschwefelwerte einiger mit 20°, Trichloressig- 
siure (gleiches Volumen!) enteiweiBter Korperfliissigkeiten mit, da sich 
dieselben vielleicht fiir weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet niitzlich 
erweisen kénnten. 





Gesamt-S, mg-% 50,1 47,2 61,0 50,4 53,5 62,0 
Gesamt-Sulfat-S, mg-% 18,6 23,3 24,4 26,5 26,5 21,7 
Neutral-S, mg-% 31,5 23,9 36,6 23,9 27.0 403 
d.i.% vom Gesamt-S 60,2 50,7 60,0 47,4 50,5 65,0 


Liquores 
‘erebrospinales (durch 
Punktion verschiedener 

Falle gewonnen) 


Gesamt-S, mg-% 40,0 52.0 


Gesamt-Sulfat-S, mg-%% 17,5 20,5 
Pleuraexsudat (nicht . 8 /o 
eitrig) Neutral-S, mg-°, 22,5 | 31,5 


d.i.°, vom Gesamt-S 56,2 60,6 


Gesamt-S, mg-% 33,0 
Gesamt-Sulfat-S, mg-°,, 14,0 
Neutral-S, mg-°, 19,0 
d.i.% yom Gesamt-S 57,6 


Gesamt-S, mg-% 42.2 
Gesamt-Sulfat-S, mg-%% 19,0 


Pankreascysteninhalt , ai amid 
on Neutral-S, mg-°,, 23,2 


d.i.% vom Gesamt-S 54,9 


Gesamt-S, mg-°, 57 60 | 58 
Gesamt-Sulfat-S, mg-°,, 33-35 | 34 
Normale Frauenmilch Seuieel4. wma-%, 24 2 24 


Peritonealexsudat | 


d.i.% vom Gesamt-S 42,1 41,6 41,4 


Nachschrift. Wir méchten noch auf eine Arbeit von A. A. Christomanos 
hinweisen (diese Zeitschr. 221, 473, 1930), welche von der Fraktionierung 
des Reststickstoffs des Serums unter pathologischen Bedingungen handelt 
und welche die Feststellung enthalt, daB der Neutralschwefel des Serums 
bei Leberschadigungen sowie bei Uramie stark vermehrt ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 251 11 


Uber den Calciumgehalt 
der roten Blutkérperchen im menschlichen Blute. 


Von 
Zoltan von Gulaesy. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 23. Mai 1932.) 


Der Frage, ob die roten Blutkérperchen Calcium enthalten oder 
nicht, kommt nicht nur ein theoretisches, sondern auch ein praktisches 


Interesse zu; hangt sie doch einerseits mit dem Problem der Ionen- bzw. 
Salzpermeabilitat der tierischen Zelle (Zellbaut, Plasmahaut), anderer- 
seits mit wichtigen Feststellungen zusammen, die sich auf die unter 
gewissen Umstanden pathognomonische Anderung des Calciumgehaltes 


des Blutplasmas beziehen. Sucht man sich diesbeziiglich zu belehren, 
so wird man bei der Durchsicht der einschlagigen Literatur nicht kliiger, 
denn in den roten Blutkérperchen fanden Calcium: 





in wechselnden Mengen keines 


Hamburger} 1909, Rind, etwa 10 mg-° 5 Abderhalden "' 1897 bis 1898, 
Rona-Takahashi* 1911, verschiedene Tiere, verschiedene Tiere 
2—4mg-, Lamers ** 1912, Mensch 
Heubner- Rona *® 1918, Katze, 0 bis 6 mg-"/5 Richter-Quittner }° 1921, ver- 
Cowie-Calhoun* 1919, Mensch, Rind 2 bis5 mg-°/y schiedene Tiere 
Jones-Nye® 1921, Kind, 9 mg-°/, Kramer-Tisdall ** 1922, Mensch 
Jones® 1923, neugeborenes Kind, 5 mg-"'y 
Cruickshank? 1923, Hund, Kaninchen, 0.3 bis 1,3 
bzw. 0,3 bis 0,5 mg-°/5 
Jansen*® 1924, Mensch, 1,2 bis 2,4 mg-°/, 
Anderson * 1924, Kind, 3,1 bis 5,5 mg-®/» 
Stanford }° 1925, Mensch, 1,4 bis 3 mg-®') 


Hamburger, Zeitschr. f. physik. Chem. 69, 663, 1909. 
Rona- Takahashi, diese Zeitschr. 81, 336, 1911. 
Heubner-Rona, ebendaselbst 98, 187, 1918. 
Cowie-Calhoun, J. of biol. Chem. 87, 504, 1919 

5 Jones-Nye, ebendaselbst 47, 321, 1921. 

6 Jones, ebendaselbst 49, 187, 1921. 

7 Cruickshank, British J. of exp. pathol. 4, 213, 1923. 
Jansen, Deutsch. Arch. f. klin, Med. 144, 14, 1924. 
Anderson, British J. of child. des. 21, 33, 1925. 

Stanford, Biochem. J. 19, 710, 1925. 

Abderhalden, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 521, 1897 und 24, 65, 1808 
Lamers, Zeitschr. f. Geburtsh. u. Gynakol. 71, 393, 1912. 

Richter-Quittner, Wiener Arch. f. inn. Med. 2, 217, 1921. 

Kramer-Tisdall, J. of biol. Chem. 5%, 241, 1922. 
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Diese diametralen Gegensaitze kénnen nur versuchstechnische 
Ursachen haben, und, ohne nach solchen in den einzelnen Mitteilungen 
zu fahnden, habe ich eine Reihe von Versuchen zur Lésung des scheinbar 
so einfachen und doch so schwierigen Problems ausgefiihrt. Versuchs- 
fehler kénnen 


a) entweder daraus entstehen, da die Verteilung von Calcium 
zwischen Blutflissigkeit und Blutkérperchen zu irgendeinem Zeitpunkte 
zwischen Blutentnahme und Analyse unkontrollierbare Anderungen 
variierenden Ausmafes erfaihrt; oder aber 


b) daraus, daB die Calciumbestimmungen, wie sie fiir gewéhnlich 
ausgefiihrt werden, wohl fiir reine Lésungen oder fiir solche, in denen 
Calcium bloB von Magnesium getrennt werden muB, geeignet sind, jedoch 
in Gegenwart gewisser anderer Aschenbestandteile des Blutes mehr 
oder minder versagen. Die unter a) erwahnten Anderungen kénnen, 
wie man sich leicht vorstellen kann, erfolgen, wenn man die Bestim- 
mungen nicht am Plasma, sondern am Serum vornehmen will, und 
zu diesem Behufe das Blut gerinnen JaBt, und sodann zuwartet, bis das 
Serum ausgepreBt wird. Dasselbe gilt auch, wenn man den Calcium- 
gehalt der roten Blutkérperchen direkt bestimmen will, und sie zu diesem 
Behufe nach der bekannten Vorschrift plasmafrei zu waschen sucht. 


Um alle diese Fehlerquellen zu vermeiden, habe ich in einer kleineren 
Anzahl im Jahre 1928 ausgefiihrter Versuche den Calciumgehalt der 
Blutkérperchen nicht direkt bestimmt, sondern, wie dies bereits vor mir 
manche Autoren taten, aus aem des Vollblutes und des dazugehdrigen 
Plasmas auf Grund des relativen Volumens des Plasmas und der Blut- 
kérperchen berechnet. Beziiglich der Analyse hielt ich mich an die Er- 
fahrungen und Ratschlage des Herrn Prof. W. L. Winkler in Budapest, 
dem fiir die Erlaubnis, mir seine Erfahrungen nutzbar zu machen, auch 
an dieser Stelle bester Dank quittiert sei. 


A. Methodik meiner Versuche. 


Frisch der angestauten menschlichen Vena cubitalis durch eine 
Punktionsnadel entstr6mendes Blut wurde in zwei kleineren Zentrifugier- 
rohrchen aufgefangen, die mit geschmolzenem Paraffinum solidum aus- 
gegossen waren. Durch scharfes Zentrifugieren konnten auf leichte Weise 
je 1 bis 3cem Plasma erhalten, mittels einer graduierten Pipette abgehoben 
und in kleine Porzellantiegel eingegossen werden. Durch vorzeitiges Ge- 
rinnen gingen nur wenige Versuche verloren; allerdings muBte so rasch 
gearbeitet werden, daB bis zum Beginn des Zentrifugierens nicht mehr als 
etwa 2 Minuten vergingen; nach 2 bis 6 Minuten langem Zentrifugieren 
war das Plasma in der Regel noch nicht geronnen. Unmittelbar nachdem 
ich die Blutproben zur Gewinnung des Plasmas aufgefangen hatte, fiillte 
ich je 2cem Vollblut in einen dritten und vierten Porzellantiegel, und sog 
auch Blut in zwei Hamatokritréhrchen (iiber letztere siehe weiter unten) auf. 


11* 
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Plasma und Blut in den Porzellantiegeln wurden mit wenig konz. HC! 
versetzt, iiber einer kleinen Flamme eingedampft, vorsichtig verascht, der 
Rest in einem Gasmuffelofen nicht zu stark gegliiht, in einem Gemisch 
von je 10 bis 15 Tropfen konz. HCl und Wasser unter Erwarmen geldst, 
durch Watte in ein kleines Becherglas (Fassungsraum 15 cem) filtriert und 
mit dem gleichen Volumen Wasser nachgewaschen. Im Filtrat waren alles 
Calcium, Magnesium, Eisen und Phosphorséure gelést enthalten. Nun 
wurde mit soviel konzentrierter Ammoniaklésung versetzt. bis die Flissig- 
keit stark nach Ammoniak roch und sich ein Niederschlag gebildet hatte, 
sodann aufgekocht, worauf Eisen als Phosphat und Hydroxyd, Caletum und 
Magnesium aber als Phosphat austielen; dann wurde so lange am Wasserbad 
erwarmt, bis der Geruch nach Ammoniak vollkommen verschwand, 5 Tropfen 
10° iger Essigsaure hinzugefiigt, worauf Caleium und Magnesium voll- 
standig in Losung gingen. wahrend das Eisen zum groBen Teil als Nieder 
schlag zuriickblieb. Auch das restliche noch in Losung befindliche Eisen 
fiel in Form des basischen essigsauren Salzes aus, als die Fliissigkeit noch 
mals aufgekocht ward. Nun wurde die Fliissigkeit, die zu dieser Zeit nur 
mehr Calcium und Magnesium gelést enthielt, noch durch 15 Minuten am 
Wasserbad belassen, durch Watte filtriert, das Filtrat in einer kleinen 
Kristallisationsschale aufgefangen, mit Wasser nachgewaschen und das 
Filtrat am Wasserbad eingedampft. Der Trockenriickstand wurde mittels 
2 Tropfen 1° iger Essigsiure und 2cem Wasser gelést, durch Watte in 
eine Zentrifugierréhre filtriert und mit so viel Wasser nachgewaschen, dal 
die ganze Fliissigkeitsmenge etwa 5ccm betrug. Die so beschickte Zentri 
fugierréhre wurde im siedenden Wasserbad erwarmt und das Calcium durch 
tropfenweises Hinzufiigen von 5 Tropfen einer konzentrierten Loésung von 
oxalsaurem Ammonium gefallt, dabei die Fliissigkeit nach Zusatz jedes 
Tropfens durcheinandergeschiittelt. Nach '/,stiindigem Stehenlassen wurde 
zentrifugiert, die iiber dem Niederschlag befindliche klare Fliissigkeit ab- 
gehoben, der Riickstand in der gewohnten Weise mit dreimal 4 ecm Wasser 
gewaschen mit 2cem n H,SO, iibergossen und mit n/100 Permanganat 
aus einer Mikrobiirette titriert. 

Zur Bestimmung des relativen Volumens der roten Blutkérperchen 
und des Plasmas habe ich in friiheren Versuchen (1 bis 6) durch Oxalatzusatz 
ungerinnbar gemachtes Blut in die bekannten 50mm langen Hedinschen 
Hamatokritréhrchen alterer Konstruktion aufgesogen und in eine kleinere 
Zentrifuge (2000 Umdrehungen) eingesetzt. In den spateren Versuchen 
(7 bis 11) verwendete ich langere (150mm), den Kottmannschen nachgebildete 
Réhrchen, verdiinnte das Blut durch Nachsaugen einer 2! /,° ,igen Bichromat- 
l6sung und setzte sie in den eigens hierzu angefertigten Rahmen einer 
gr6éBeren hingenden Zentrifuge (2500 bis 3000 Umdrehungen). Das Zentri 
fugieren wurde | Stunde lang fortgestezt und die Héhe des Blutkérperchen 
standes von 10 zu 10 Minuten abgelesen. In diesen letzteren Versuchen 
lieB sich der Caleitumgehalt der Blutkérperchen wie folgt berechnen. 

Ist Caz baw. Cap der prozentuale Calciumgehalt des Vollblutes bzw. 
des Plasmas, Vp das in Prozenten ausgedriickte Volumen des Plasmas, 
so entfallen auf die in 100cem Blut enthaltenen Blutkérperchen 

Ca, — —e ? mg Calcium. 


od 100 


Es unterliegt aber keinem Zweifel, daB infolge der Unmdglichkeit, beim 
Zentrifugieren alles Plasma aus den Zwischenriumen zwischen den roten 








ais 


in 
al} 
ri 
ch 


On 


eT 


lat 


len 
ate 
at- 


an 
beri 


IW. 


1h 
ten 





Calciumgehalt der roten Blutkorperchen im menschlichen Blute. | 165 


Blutkérperchen wegzubekommen, das Volumen der Blutkérperchen groBer, 
das des Plasmas aber kleiner gefunden wird, als der Wirklichkeit entspricht. 
Dieser Fehler wird ganz oder zum groBen Teile ausgemerzt, wenn man die 
am Hamatokriten erhaltenen Volumina nach A. Hirota’ korrigiert. Die 
Berechnung erfolgt aus den zehn Ablesungen. die man wahrend des ein 
stiindigen Zentrifugierens in Abstanden von je 10 Minuten vornimmt, 
ist aber recht umstandlich, und laBt sich, ohne einen gréBeren Fehler zu 
begehen, durch eine vom selben Autor angegebene weit einfachere. ab 
gekiirzte ersetzen. 


Die einfachere Forme! lautet : 


t t 
Korrigiertes Blutkérperchenv« lumen = : 
t., ti 
} V 
n 1 
wo ty, Zeitdauer in Minuten bis zum beendeten Zentrifugieren, 
t Zeitdauer in Minuten bis zur ersten Ablesung, 
Ve Blutkérperchenvolumen nach beendetem Zentrifugieren, 
Vy Blutkérperchenvolumen bei der ersten Ablesung. 


B. Besprechungen der Versuchsergebnisse. 


Bereits die anfanglichen Versuche (Nr. 1 bis 6, in Tabelle I), die 
ja infolge des Oxalatzusatzes, des mangelhaften Verschlusses der Réhr- 
chen im Hamatokriten Alterer Konstruktion und hiervon auch 
abgesehen infolge der Unmdéglichkeit, die gesuchten Volumina genau 
abzulesen, mit erheblichen Fehlern behaftet waren, lieBen erkennen, 
das die Calciumkonzentration im Vollblute angendhert halb so grof ist, wie 
im Plasma desselben Blutes, woraus sich, da ja Blutkérperchen- und 
Plasmavolumen anaenthert gleich grop sind, schlieBen lieB, daB in den 


Tabhe Tle 7. 





Calciumgehalt 


Versuch Korrigiertes Volumen der Blutkérpercher 
der Blutkérperchen des Vollblutes des Plasma enthalten in 
1%) cem Blut 
Nr. C9 mg-° » mg-° mg 
1 - 4.2 8,1 
2 6,1 9,7 
3 6,2 10,7 
+ 4.6 9.8 
5 -- 6,2 11,1 
6 _- 4.4 G2 
7 54 60 11,9 + O5 
8 56), 7,1 12,0 - 1,9 
9 51 5,0 11,0 04 
10 49 7,2 13,6 + 03 
11 491), 7,9 15,1 + 03 


' J. of Biophysics 1, 233, 1925. 
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Blutkérperchen offenbar kein Calcium enthalten sei. Dies ging sicher 
oder zum mindesten mit gréBter Wahrscheinlichkeit aus spateren Ver- 
suchen (Nr. 7 bis 1] in Tabelle I) hervor. 

Sieht man von dem offenbar fehlerhaften Versuch 8 ab, so ergibt 
sich klar, daB die Blutkérperchen kein Calcium oder bloB in solchen 
geringen Mengen enthalten, die noch in den Bereich der Fehlergrenzen 
der Calciumbestimmung einerseits und der Bestimmung des Blutkérper- 
chenvolumens andererseits fallen. Allerdings muB diese Mitteilung, 
da sie sich auf eine verhaltnismaBig kleine Anzahl von beweisenden 
Versuchen stiitzt, als eine vorlaufige bezeichnet werden. Die Be- 


stimmungen werden auch nach anderen Methoden und auch an anderen 


Blutarten ausgefiihrt werden miissen. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn Prot. 
Hari ausgefiihrt. 
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Uber den Caleciumgehalt 
der roten Blutkérperchen im menschlichen Blute. II. 


Von 
Stefan Schinberger. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Mai 1932.) 


Die Angaben iiber den Calciumgehalt der roten Blutkérperchen 
waren lange Zeit hindurch recht schwankend und sind es teilweise auch 
heute noch. Hamburger! glaubte fest daran, da die Blutkérperchen 
Calcium enthalten, und leitete das von manchen Autoren verzeichnete 
Fehlen des Calciums davon her, daB es beim tiblichen Waschen der 
Blutkérperchen mit physiologischer Kochsalzlésurg herausgelést wird. 
Auch spater gab es eine ganze Anzahl von Mitteilungen, wonach Calcium 
in nicht zu vernachlassigenden Mengen in den Blutkérperchen enthalten 
sei. So fanden viele Jahre spaiter Cowie und Calhoun? ansehnliche Mengen 
in den Blutkérperchen des Menschen und des Rindes, Jones* in denen 
von jungen Menschen (Jones’ Angaben sind aber durchaus unglaub- 
wiirdig, denn an sieben Knaben fand er hintereinander 12,1, 12,3, 12,3, 
12,3, 12,3, 12,3 12,3°;, im Plasma!). Auf Grund anderer verlaBlicherer 
Angaben, besonders aber nach Kramer und Tisdalls* Untersuchungen, 
scheint diese Frage als dahin erledigt zu sein, daB die roten Blutkérper- 
chen des Menschen kein Calcium enthalten. Wenn ich es dennoch unter- 
nommen habe, weitere Versuche an Menschenblut auszufiihren, geschah 
es, teils um den sieben Fallen von Kramer und Tisdall eine gréBere Zahl 
zur Seite zu stellen, teils weil die genannten Autoren den Calciumgehalt 


' Zeitschr. f. physik. Chem. 69, 669, 1909, zitiert nach Oppenheimers 
Handb. d. Biochem. 2. Aufl., 2, 577. 

2 J. of biol. Chem. 87, 505, 1919. 

3 Ebendaselbst 49. 187, 1921. 

i 


Ebendaselbst 538, 241, 1922. 





168 St. Schonberger : 


der Blutkérperchen aus dem des Vollblutes und des Blutserums |x 
rechnet haben. Der etwaige Einwand gegen Aramer und Tisdal/s 


negative Befunde, dab beim Gerinnungsvorgang Stoffe gebildet werden 
durch die die Durchgaingigkeit der Blutkérperchen erhéht wird, und 
dementsprechend auch ihre Zusammensetzung eine Anderung erfalhire: 


kann, ist zwar gegenstandslos, da man sich ja nicht vorstellen kann 
daB infolge des Gerinnungsvorganges Calcium restlos aus den Blut 
kérperchen austreten bzw. in ein calciumreiches Medium, wie es das 
Plasma ist, eintreten soll. Da ich jedoch gleichzeitig auch an Hundeblut 
gearbeitet habe, und es nach Versuchen, die zurzeit noch nicht reif zu 
Veréffentlichung sind, den \nschein hat, daB Blutkérperchen des Hundes 
Calcium enthalten kénnen, habe ich die Versuche auch am Mensclien 
ausgefiihrt, und zwar den Calciumgehalt der roten Blutkérperchen aus 
dem des Vollblutes und Blutplasmas, nicht des Vollblutes und Blut 
serums berechnet. 


Denselben Zweck dienten auch die von Guldcsy! ausgetiihrten 
Versuche, die aber mit einer anderen Methodik wiederholt werden 
sollten. 

Methodik der Versuche. 


Erwachsenen Mannern von etwa 20 bis 24 Jahren wurden etwa 40 cc: 
Blut bei der angestauten Vena mediana cubiti entnommen und hiervon 
je 10 cem in zwei, je 12 bis 15c¢cm fassende, zu einer kleinen Zentrifug: 
gehérende, mit Paraffin ausgegossene Zentrifugierréhrchen, 15 bis 20 cen 
aber in einen gr6éBeren, ebenfalls mit Paraffin ausgegossenen Porzellantieg: 
einflieBen gelassen. Die Zentrifugierglaéser wurden in je eine gréBere, etwa 
100 cem fassende, zu einer gréBeren Zentrifuge gehérende, mit eiskalte: 
Wasser angefiilite Zentrifugierréhre eingesetzt, Cie beiden Réhren méglichst 
rasch gegeneinander austariert, und dann mit einer Umdrehungsgeschwindig 
keit von 3500 pro Minute, je nachdem, wieviel Zeit von der Blutentnahns 
am gerechnet verflossen war, 4 bis 8 Minuten lang zentrifugiert. Unte1 
dessen wurden a) einerseits dem Blut im Porzellantiegel zweimal je etwa 
5eem mittels einer Pipette entnommen und in je einen 50 cem fassende1 
mit Wasser beschickten, vorher und nachher genau gewogenen MeBSkolbe: 
eingefiillt, b) andererseits zwei 15cm lange Hamatokritréhren bis zur Mark: 
gefiillt, und 2,5°,ige Kaliumbichromatlésung nachgesogen. Nun wurc 
dem Plasma, das sich inzwischen oberhalb der Blutkérperchensaule in de: 
kleinen Zentrifugierréhren angesammelt hat, soviel wie mdglich (in de: 
Regel etwa 2 bis 3 ccm) mittels einer Pipette entnommen, und wie oben | 
je einen 50 ccm fassenden mit Wasser beschickten, vorher und nachhe! 
genau gewogenen MeBkolben entleert. Die Gewichtsbestimmung der 21 
verarbeitenden Proben zog ich der Volumenbestimmung vor, da man 
wenn genau gearbeitet werden soll, die Fliissigkeit aus der Pipette langsa: 
flieBen lassen muB, wobei aber die Gefahr der Gerinnung eine groBe ist 
Da jedoch der Calciumgehalt immer in Volumengewichtsprozenten an 
gegeben wird, muBte ich die erhaltenen Gewichte in Volumina umrechne! 


1 Diese Zeitschr. 251, 162, 1932. 
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was, Ohne einen nennenswerten Fehler zu begehen, stets auf Grundlage des 
durchschnitt lichen spezifischen Gewichtes des Blutes (1060) und des Plasmas 
(1030) geschah. 

Da die Berechnung des Calciumgehaltes der Blutkérperchen einerseits 
auf den Calciumgehalt des Vollblutes und des Plasmas. andererseits auf 
das relative Volumen der Blutkérperchen bzw. des Plasmas gegriindet 
ist, muB letzteres méglichst genau bekannt sein. Es wurde erst 10, dann 
aber weitere 50 Minuten lang zentrifugiert und aus den beiden Ab- 
lesungen durch Extrapolation nach der einfacheren der beiden Formeln 
von Kozo Hirota’ das wirkliche Volumen berechnet, das erst nach unend- 


lich langem Zentrifugieren hatte erlangt werden kénnen. Die Formel 
lautet : 
(,—t 
ae 1 
ty 4, 
"9 0; 


wobei mit v das gesuchte wirkliche Blutkérperchenvolumen, mit v, das beim 
erstenmal abgelesene Blutkérperchenvolumen, mit v, das beim zweitenmal 
abgelesene Blutkérperchenvolumen. mit ¢, die bis zur ersten Ablesung ver- 
strichene Zeit in Minuten, mit ¢, die bis zur zweiten Ablesung verstrichene 
Zeit in Minuten bezeichnet ist. 

Das Calcium im Vollblut und im Plasma wurde nach folgender Methode 
bestimmt, die in ihren Einzelheiten nur unwesentliche Neuerungen bietet, 
doch in dieser Zusammenstellung noch nicht verwendet wurde. Die Fliissig- 
keit in den vier MeBkolben, die die Blut- bzw. die Plasmaproben enthalten, 
wird zur EnteiweiBung mit 10 ccm Trichloressigsiure versetzt und dann, 
um das Schiumen zu verhindern, ein Tropfen Oktylalkohol zugefiigt, mit 
Wasser auf 50 ccm erginzt, stark geschiittelt, endlich zentrifugiert. Von 
der klaren Fliissigkeit werden 30 ccm abpipettiert, in einem etwa 50 ccm 
fassenden Bechergias bis zur Braunung eingedampft (laBt man den Riick- 
stand schwarz werden, so ist er im Wasser nicht mehr vollstandig léslich). 
Zum Riickstand werden 2 ccm einer kaltgesattigten Losung von essigsaurem 
Natrium und 1 cem einer kaltgesattigten Lésung von oxalsaurem Ammo- 
nium hinzugefiigt. das Gemisch wird | Stunde lang bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. der Niederschlag von oxalsaurem Calcium auf ein Schottsches 
Glasfilter Nr. l5a G4 (Porenweite kleiner als 7) gebracht, das mittels 
eines Gummistopfens auf die Miindung einer Saugflasche aufgesetzt ist, 
die Mutterlauge mittels der Wasserstrahlluftpumpe abgesaugt, und der 
Niederschlag am Glasfilter vier- bis fiinfmal mit 2”,iger Ammoniakléosung 
gewaschen. Nun wird das Gilasfilter mittels eines Gummistopfens auf die 
obere Miindung einer Eprouvette von 3cm lichter Weite aufgesetzt. die, 
wie die Saugflaschen, einen seitlich angeschmolzenen Ansatz trigt. Nachdem 
dieser Ansatz mit der Wasserstrahlluftpumpe verbunden ist, benetzt man 
den Niederschlag von oxalsaurem Calcium mit 3 cem 3° iger Schwefelsaure, 
14Bt 20 Minuten lang stehen, saugt unter méglichst kleinem Druck ab, 
wascht dreimal bis viermal mit derselben Menge derselben Schwefelsaure 
nach, stellt die Réhren in ein Wasserbad, und laBt, sobald der Inhalt er- 
warmt ist, ein genau abgelesenes Volumen einer n/100 Kaliumpermanganat - 
lésung aus einer Mikrobiirette hinzuflieBen, so zwar, daB das Permanganat 


' J. of Biophysics 1, 233, 1925. 
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im UberschuB vorhanden sei. Durch Einsetzen in Eiswasser wird die F liissig 
keit in den Eprouvetten abgekihlt, ein Kristallchen Jodkalium hinzugefiigt 
und das durch den Permanganatiiberschu8 in Freiheit gesetzte Jod mittels 
einer frisch bereiteten n/200 Natriumthiosulfatlésung unter Verwendung 
einer Starkel6sung als Indikator titriert. Der Titer der verwendeten 
Lésungen wird vor jedem Versuch mittels einer genau eingestellten n/100 
Kaliumbijodatlésung kontrolliert. Die Berechnung des in den Blutkérperchen 
enthaltenen Calciums geschieht auf Grund folgender Uberlegung. Ist 
vx das nach Hirota korrigierte Volumen der Blutkérperchen, 100 VE V; 
das des Blutplasmas, Cag der Calciumgehalt des Vollblutes, Cap der des 
Blutplasmias, beides in Milligrammprozent ausgedriickt, so ist die Menge 
des Caleiums, das in Blutkérperchen aus 100cem Blut enthalten ist, in 
Milligramm ausgedriickt, gleich 

i) Cap. J Pp 
B 109 


Die Ergebnisse der Versuche. 

Der Calciumgehalt des Vollblutes und des Plasmas, sowie auch det 
auf obige Weise berechnete Calciumgehalt der Blutkérperchen sind in 
der Tabelle I enthalten. Um die erhaltenen Daten entsprechend be- 
werten zu kénnen, habe ich jedesmal beide in den Parallelversuchen 
am Vollblut und am Plasma erhaltenen Werte in die Tabelle eingetragen 
und im Tabellenkopf mit a bzw. b bezeichnet. Aus diesen vier Werten 
lieBen sich natiirlich vier Werte fiir das Blutkérperchencalcium er- 
rechnen. Von diesen sind nur zwei in die Tabelle eingetragen, und zwar 
ein maximaler und ein minimaler, im Tabellenkopf mit max. bzw 


Tabelle I. 





Caleiumgehalt 


der Blutkérperchen, 
enthalten 
in 100 cem Blut 


— Korrigiertes 
ersuch Blutkirperchen- des Vollblutes des Plasmas 
volumen mg-°!5 mg-9/o 
mg 





max. min 


A 
: 


6,99 + 0,21 - (0 

10,10 + 0,33 + 0.15 
8.84 + 0,21 — 0,48 
9.48 : — 0.08 os 0.20 
9,10 +063 +0,38 
12,48 + 0,32 - 0,19 
10,64 +012 —0,45 
14,42 — 0,20 — 1,14 
8.01 + 0.71 -+ 0,24 
11,16 4068 1 Oe 
12,20 + 0,17 0,16 
11,65 + 0,08 0,19 
10,69 +027 =+90,12 
5,45 9.63 + 0,57 0,10 
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0.15 
0.48 
0.20 
0.38 
0,19 
0,45 
1,14 
0,24 
0.58 
0.16 
0,19 
0,12 
0.10 
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min. bezeichnet. Ersterer ist aus dem gréBeren Vollblut- und kleineren 
Plasma-, der zweite aber aus dem kleineren Vollbiut- und gréBeren 
Plasmawert berechnet. 


Wenn man von den beinahe unvermeidlichen und nicht in Rechnung 
zu stellenden Versuchsfehlern absieht, die man bei dem Einmessen der 
zu untersuchenden Fliissigkeiten (Blut oder Plasma), beim Fallen des 
Caleiums, beim Lésen des oxalsauren Calciums, bei der Feststellung 
des Titers der verwendeten Permanganatlésung und Thiosulfatlésung, 
beim Ablesen des Volumens der zur Oxydation verwendeten Per- 
manganatlésung begeht, so verbleibt eine recht ansehnliche Fehlerquelle 
bei dem Zuriicktitrieren mit der Thiosulfatlésung, welcher Fehler sich 
den oben erwahnten beigesellt, und ganz beiliufig wie folgt berechnet 
werden kann. Verarbeitet man, wie ich es tat, etwa 5ccm Blut mit 
einem durchschnitttichen Calciumgehalt von 0,005°., bzw. etwa 2! , cem 
Plasma mit dem durchschnittlichen Calciumgehalt von 0,010°,,, und 
verarbeitet dann stets 30 ccm der auf 50 cem verdiinnten Lésung, so 
hat man es immer mit 0,15 mg Ca zu tun. Schatzt man den beim Titrieren 
begangenen Fehler auf etwa !/, Tropfen, gleich 0,025 ccm der n 200 
Thiosulfatlésung, so bedeutet dies einen Fehler von 0,0025 mg Ca, 
d. i. i1,6°, des Calciums in der zu titrierenden Lésung. Hat man 
nun zwei Parallelanalysen, so kénnen diese aus diesem Grunde allein 
um 3,2°,, voneinander verschieden sein. Nehmen wir nun weiter an, 
daB das relative Volumen der Blutkérperchen und des Plasmas je 
50°. betragt, so erhalt man fiir den Calciumgehalt der in 100 ccm Blut 
enthaltenen Blutkérperchen laut der bei der Methodik erérterten Forme! : 





statt entweder oder 
mg mg mg 
in 100 cem Vollblut .... 5,0 4.92 5,08 
in 5O0cem Plasma .... 5,0 5,08 4,92 
daher in den Blutkérperchen 0 - 0,16 + 0,16 


Auf diese Weise lassen sich die Minuswerte in meiner Tabelle sowie 
in der von Kramer und Tisdall erklaren. Andererseits muB wiederholt 
werden, da Fehler anderer Art weit gréBere Unstimmigkeiten zwischen 
Parallelanalysen hervorrufen kénnen. Dies war in einer ganzen Anzahl 
meiner Versuche der Fall. In vielen derselben waren die Ergebnisse der 
Parallelanalysen entweder am Vollblut oder am Plasma, oder an beiden 
dermaBen voneinander verschieden, daB diese Versuche tiberhaupt 
nicht beriicksichtigt werden konnten. Recht groBe Unterschiede finden 
sich auch in den in die Tabelle aufgenommenen Versuchen, was darans, 
was hieriiber weiter oben gesagt wurde, verstandlich ist. Aber auch so 
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ist das Endresultat ein eindeutiges. Berechnet man namlich den Mitt: 
wert aus allen maximalen und minimalen (teilweise positiven, teilweis 
negativen) Werten, so erhalt man fiir das Calcium in den roten Blut 
kérperchen aus 100 ccm menschlichem Blute 0,09mg. Dies wird 


etwa 2°. des gesamten Calciumgehaltes des Blutes ausmachen, ist 
aber weniger, als den unvermeidlichen Versuchsfehlern entspriclit 
Daher kann mit Fug und Recht gesagt werden, da die Blutkdrperch: 
des erwachsenen Menschen Iein Calcium enthalten, wie dies unter andere: 
mit groBer Wahrscheinlichkeit aus den Versuchen von Guldesy hei 


vorging. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Hern 


Prof. Hari ausgefiihrt. 
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y her Il. Mitteilung: 
Uber die Kondensationsprodukte des Crotonaldehyds. 

H (Bildung alizyklischer Verbindungen.) 

errl 


Von 
Konrad Bernhauer und Grete Neubauer. 


Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der .,Deutschen Gesellschaft der Wissen- 
schaften und Kiinste fiir die tschechoslowakische Republik“. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums 


der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 25. Mai 1932.) 


Bevor wir in dem in der vorangehenden Untersuchung! ent- 
wickelten Programm weiterschreiten konnten, suchten wir zunachst 
die verschiedenen bei der Kondensation des Crotonaldehyds ent- 
stehenden Produkte genauer zu_ identifizieren, um dadurch auch 
\nhaltspunkte fiir die Klarung der bei der Kondensation des f-Methyl- 
crotonaldehyds entstehenden Produkte zu gewinnen. In der ersten 
Mitteilung! wurde unter anderem iiber die Isolierung von Octatrienal 
aus dem bei der Kondensation des Crotonaldehyds entstehenden 
Gemenge von Reaktionsprodukten berichtet. Wie die weitere Unter- 
suchung zeigte, bildet das Octatrienal nur einen relativ geringfiigigen 
\nteil an den entstehenden Reaktionsprodukten bzw. es wird (jeden- 
falls eine bestimmte Form desselben) allem Anschein nach rasch weiter 
umgewandelt. So erhielten wir nun bei der Kondensation des Croton- 
aldehyds vornehmlich zwei fliissige Aldehyde vom Kp... 71 bis 73° (I) 
und vom Kp.,.97 bis 98° (II). Im folgenden wird tiber unsere bis- 
herigen Versuche zur Identifizierung dieser beiden Produkte berichtet. 

Aldehyd I stellt in frisch destilliertem Zustande ein farbloses, auch 
an der Luft recht bestandiges O61 von kaum stechendem Geruch vor 
und gibt eine gleichfalls sehr bestandige, gut kristallisierte Natrium- 
bisulfitverbindung, wogegen die Bisulfitverbindung des Octatrienals, 
wie wir sie in der erwahnten Mitteilung erhielten, AuBerst hygroskopisch 


1 Bernhauer u. Woldan, diese Zeitschr. 249. 199, 1932. 
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und unbestandig ist!. Auch die Derivate des Aldehyds sind im Gegensatz 
zu denen des Octatrienals gut haltbar. Es wurde das p-Nitropheny! 
hydrazon (Fp. 142°) und das Semicarbazon (Fp. 196°) dargestellt 
Durch Bromanlagerung wurde nur eine Doppelbindung aufgefunden 
Hydrierungsversuche brachten noch keine entscheidenden Ergebniss« 
doch konnte dabei, unter Aufnahme der fiir eine Doppelbindung b 
rechneten Menge Wasserstoff ein gut kristallisiertes Produkt vom 
Fp. 98 bis 101° (Kp... 75 bis 76°) erhalten werden, dessen p-Nitro 
phenylhydrazon den Fp. 160 bis 163° hatte. Uber die nahere Unter- 
suchung dieses Hydrierungsproduktes soll demnachst berichtet werden 
Weiterhin ist von Interesse, daB sich der Aldehyd I beim Kochen 
unter Atmospharendruck in einen wohl isomeren Aldehyd umlagert, der 
ein p-Nitrophenylhydrazon vom Fp. 213 bis 214° und ein Semicarbazon 
vom Fp. 171 bis 172° lieferte. Auch die nihere Charakterisierung dieses 
Umwandlungsproduktes soll einer spiteren genaueren Untersuchung vor- 
behalten bleiben. Zwecks Identifizierung des Aldehyds 1 oxydierten 
wir denselben mittels Silberoxyd zur zugehérigen Saure und beschaftigten 
uns insbesondere mit der Konstitutionsermittlung dieser. 

Sdure I schmolz bei 62 bis 63° und hat wahrscheinlich die Zu- 
sammensetzung CgH,,0,. Die Substanz besitzt gemaB dem Ergebnis 
der Bromaddition eine Doppelbindung, doch ist es nicht ausgeschlossen 
daB trotzdem zwei vorhanden sein kénnten. Die gebromte Saure 
(Fp. gegen 134°) zersetzte sich beim Umbkristallisieren allmahlich unter 
Bromwasserstoffabspaltung. Sehr bemerkenswert ist, da dieselbe 
bei der Titration mit Lauge gleichfalls Bromwasserstoff abspaltet 
Die Dehydrierung der Saéure I mittels 1 Mol Brom im Bombenrohr, 
in Anlehnung an die von Einhorn und Willstdtter* fiir die Dehydrierung 
der Tetrahydro-p-Toluylsiure gemachten Angaben, fiihrte zu _ einer 
Saure vom Fp. 102°, die sich als 0-Toluylsdure erwies. Die Hydrierung 
der Ausgangssaure (I) ergab noch kein ganz klares Bild, ahnlich wie 
die Hydrierung des AldehydsI. Sehr bemerkenswert erscheint es 
jedoch, daB dabei iiberraschenderweise gleichfalls o-Toluylsiure vom 
Fp. 104° erhalten werden konnte. Es hatte daher Dehydrierung der 
Substanz stattgefunden. Wir iiberzeugten uns von diesem Reaktions- 


verlauf auch in einem eigenen Versuch, bei dem die Substanz unter 
Einwirkung des Katalysators in Abwesenheit von Wasserstoff zu 
o-Toluylsiure dehydriert wurde. Der dabei stattfindende Vorgang 
bedarf noch einer genaueren Untersuchung, da neben der o-Toluylsaure 
auch andere Substanzen auftreten. Vielleicht spielt dabei ein Teil 
der Substanz die Rolle des Wasserstoffdonators (unter Dehydrierung 


1 Ebenso wie das von Kuhn und Hoffer (B. 64, 1977, 1931) erhaltene 
Produkt. 
2 A. PSO, S88, L804. 
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lerselben), der andere Teil die des H-Akzeptors (unter Hydrierung). 
viure I ist daher als 0o-Dihydrotoluylsdure und Aldehyd I als o-Dihydro- 
luylaldehyd aufzufassen. 

Aldehyd II, ein in frisch destilliertem Zustande schwach gelblich 
vefirbtes Ol von stechendem Geruch, stark die Augen reizend, erwies 
ich als weniger bestandig (was jedoch auch durch eine geringe Ver- 
inreinigung mit Octatrienal bedingt sein kénnte) und war leicht 
loslich in Bisulfitlbsung. Die bisher dargestellten Derivate desselben er- 
wiesen sich als wenig charakteristisch. Bemerkenswerterweise ]6st sich 
dieser Aldehyd leicht in Lauge auf; in Wasser ist er unléslich. Die 
()xvdation desselben mit Silberoxyd fihrte zu den zugehérigen Saéuren. 

Sdure Ila, Fp. 124 bis 125°, besitzt eine Doppelbindung, lagert 
jedoch Brom nur sehr triage an, wogegen der Aldehyd Bromlésung sofort 
entfirbt. Kaliumpermanganat in sodaalkalischer Lésung wird durch 
die Saure sogleich entfarbt. Die Ermittlung des Molekular- und Aqui- 
valentgewichtes der Saure stimmte gut fiir die Formel C,H,,0,; dabei 
reagierte die Substanz bei der Titration als zweibasische Saure. Neben 
dieser Saure wurde noch eine zweite, fliissige Sdure (1b, Kp.o. 140 
bis 145°) erhalten, von der wahrscheinlichen Zusammensetzung Cy Hy) Qs. 
Diese Saure entfairbte Brom etwas rascher als die Saure Ila, Kalium- 
permanganat wurde gleichfalls sofort reduziert. Bei der Titration 
erwies sich die Substanz als einbasische Saure. 


Auf Grund dieser Ergebnisse gelangen wir zu folgenden Schlu- 
folgerungen tiber den Verlaut der Kondensation des Crotonaldehyds: Es 
bildet sich wahrscheinlich zunadchst eine bestimmte Modifikation des 
Octatrienals sowie Crotonaldehydaldols, die wahrend der weiteren 
Operationen oder auch bereits wahrend der Kondensation selbst spontan 
in alizyklische Verbindungen iibergehen, etwa gemafs dem folgenden 
Schema; die Oxydation und Dehydrierung fiihrt sodann vom Aldehyd I 
iiber Saure I zu o-Toluylsaure: ? 


CH 
4 CH — 13 
CH ng CHOY CH COOK 
’ HC CH HC CH 
c CHO a >| CH, 
AT «et OH He * a 
HA CH A Cn Mla CH a A OOH 
nel un 4 ~~ LU 
7 Sen CH 
CH n A oder oder 
Lily H u . CH B CH, ry 
9 eH ‘ 3 bly . 
. CHO . . CH CHO ch }6OC COOH ww ON 
a SHC Ct iC: CH 0-Toluy/saure 
H eh ( C 
1 CH. | ——> | 
CHO . fe nL Ae CH 
a ‘ty pt cH cH 
ung HC cH Aldehyd I Soure I 
ji (Dihyatro-0-Toluy!-  (Oihyttro-0-Toluy 
an A aig Chdehyd | saure) 
C ( : 
~ 
CH 
OH “ON, (Aldehyd 2) 
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Die Konstitution der erhaltenen Substanzen ist zwar noch nicht 
vollig geklart, doch sprechen die gemachten Beobachtungen sehr zu- 
gunsten der obigen Annahmen!. Die nahere Konstitutionsaufklarung 
der erhaltenen Aldehyde dirfte wegen des eigentiimlichen Verhaltens 
derselben sowie der zugehérigen Sauren von groBem Interesse werden 
Die endgultige Konstitutionsermittlung der Kondensationsprodukte, 
sowie die nihere Charakterisierung derselben ist in Gang, und es soll 
demnachst hieriiber berichtet werden. 

Die beschriebenen Vorgange erscheinen auch vom Standpunkt det 
Strukturlehre aus von groBem Interesse. Denn es ist dabei zu_beriick 
sichtigen, daB der von uns aufgefundene Ubergang von aliphatischen in 
alizyklische Koérper nur bei einer ganz bestimmten Anordnung der C-Atome 
in der offenen Kette denkbar erscheint, also nur bei einem Octatrienal-(s) 
von der oben gekennzeichneten Struktur, bei dem also die C-Atome 2 und 7 
einander so genahert sind, daB leicht ein Bindungswechsel zwischen diesen 
denkbar erscheint. Die dabei frei werdenden Bindungen der C-Atome 3 
und 6 kénnten sich sodann gegenscitig absattigen (Vorgang A) oder mit 
der noch bestehenden Doppelbindung reagieren (B). Natiirlich sind auch 
noch andere Reaktionsméglichkeiten denkbar. Theoretisch ist nun aut 
Crrund der verschiedenen cis-trans-Anordnung eine sehr groBe Anzahl! 
verschiedener Modifikationen des Octatrienals vorstellbar. Ferner werden 
wir vielleicht auch jeweils verschiedene Modifikationen zu erwarten haben, j¢ 
nachdem ob wir vom cis- oder trans-Crotonaldeh yd ausgehen; und zwar haben 
wir bei der Kondensation sowohl des cis- wie auch des trans-Croton- 
aldehyds, wie leicht konstruierbar ist, je sechs geometrisch verschiedene 
Modifikationen zu erwarten, die sich nur durch die jeweilige Anordnung 
der C-Atome zueinander unterscheiden. Dazu kommen noch jene Modi 
fikationen, die sich dureh Kondensation der cis- mit der trans-Form des 
Crotonaldehyvds ergeben kénnen. Es erscheint daher sehr bemerkenswert. 
daB bei der primaren Kondensation gerade jene Modifikationen zu ent 
stehen scheinen, bei denen die C-Atome 2 und 7 einander genahert sind 

Bei Betrachtung der auseinandergesetzten Reaktionen ist man 
vetsucht, in diesen ein neues Aufbauprinzip alizyklischer und aromatischer 
Substanzen aus aliphatischen zu erblicken, denn die beschriebenen 
Kondensationsvorginge (die zunaichst als Aldolkondensationen unte1 
eventueller Wasserabspaltung aufzufassen sind), sowie weiter dic 
RingschlieBung und schlieBlich insbesondere auch die Dehydrierung 
der alizvklischen Verbindungen zu aromatischen gehen mit grober 
Leichtigkeit vor sich?, und es erscheint durchaus mdéglich, dap auch in 
der Natur ein im Prinzip analoger Weg beim Aufbau alizyklischer und 


1 Wieweit Saure [ der von Hutchinson (B. 24, 178, 1891) erhaltenen, 
nicht naher identifizierten o-Dihydrotoluylsiure vom Fp. 68° nahesteht, 
miissen die weiteren Untersuchungen zeigen. 


2 Von groBem Interesse erscheinen in diesem Zusammenhang auch die 


Beobachtungen von Baeyer iiber das Verhalten bestimmter dihydrierte: 
Phthalséuren und Terephthalséuren bei gelinder Oxydation (z. B. A. 269, 
179, 1892 u.a.). 
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rromatischer Substanzen beschritten wird. Die weiteren Untersuchungen 
niissen zeigen, wieweit dies richtig ist}. 

Wie leicht ersichtlich gemacht werden kann, kénnte dieses Aufbau- 
rinzip auch in die Naphthalin-, Phenanthren-, Chrysen- und Picenreihe 
fiihren, doch miissen die weiteren Untersuchungen ergeben, wieweit sich 
diese Méglichkeiten experimentell verwirklichen lassen ?. 

Ferner ist es nicht unwahrscheinlich, daB auch entsprechende 
Substitutionsprodukte des Crotonaldehyds, die dessen charakteristische 
\nordnung besitzen, der analogen Kondensation und Zyklisierung 
unterliegen diirften. So wird z. B. bei der Kondensation von Acrolein 
mit Crotonaldehyd nach der Zyklisierung und Dehydrierung Benz- 
aldehyd (bzw. Benzoesdure) zu erwarten sein; Zimtaldehyd und Croton- 
aldehyd miiBten in analoger Weise zu einem Diphenylaldehyd (bzw. 
Diphenylearbonsiure) fiihren. Von besonderem Interesse erscheinen 
auch die aus £-Methylerotonaldehyd zu erwartenden Produkte®, da 
von diesen aus ein einfacher Weg in die Terpenreihe fiihren kénnte. 
Die charakteristischen Gruppen fiir den Eintritt der Kondensation 
sowie Zyklisierung sind wohl folgende®: 


> i > a 
) jer Da 
CHO LC im >. 
Ye . 
| 


Kine Substitution an den C-Atomen 1, 2, 4, 5, 6 diirfte dabei fiir den 
Eintritt der Reaktion wohl ohne Belang sein. 


Hingewiesen sei noch in diesern Zusammenhang auf Zyklisierungs- 
vorginge wie die Bildung von Jonon aus Pseudojonon, die jedoch nach 


1 Wir sind mit Versuchen zur Darstellung derartiger alizyklischer 

Substanzen, die in solch einfacher Weise wie beschrieben in aromatische 
iibergefiihrt werden ké6nnen, unter Anwendung verschiedener Konden- 
sationsmittel, sowie auf anderem Wege beschaftigt, und ferner mit dem 
weiteren Studium des von uns beobachteten Dehydrierungsvorganges ; 
wir méchten daher an die Fachkollegen das Ersuchen richten, uns die weitere 
Bearbeitung dieses Gebietes fiir eine Zeitlang vorbehalten zu wollen. 
2 Die Realisierung solcher Méglichkeiten ware von gr6éBtem Interesse, 
da dadurch ein Weg von den Polyenverbindungen (Carotinoiden) zu einer 
Reihe wichtiger Naturstoffe mit Ringsystemen gewiesen wire; so sollen 
auch die Sterine das Chrysengeriist enthalten (s. Rosenheim u. King, Chem. 
and Ind. 51, 464, 1932; Bernal, ebendaselbst S. 466) und z. B. das weibliche 
Sexualhormon ein Phenanthrengeriist besitzen (Bernal, Chem. and Ind. 51, 
259, 1932; Butenandt, Stérmer u. Westphal, H. 208, 149, 1932). 

3 Siehe I. Mitteilung (Bernhauer u. Woldan, diese Zeitschr. 249, 199, 
1932). 

4 Ob die Aldehydgruppe am C,-Atom erforderlich ist, bleibt noch ab- 
zuwarten. 


Biochemische Zeitschrift Band 251. 12 
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allem einen anderen Verlauf nehmen als bei der von uns aufgefundenen 
Reaktion, doch besteht im Prinzip jedenfalls eine gewisse Ahnlichkeit '. 

Ferner mu beriicksichtigt werden, daB es zunachst auch nicht aus 
geschlossen erscheint, daB die beobachteten Kondensationsvorginge aut 
eine Dien-synthese zuriickgefiihrt werden kénnten und so eine interessant: 
Erganzung der bisherigen diesbeziiglichen Erfahrungen vorstellen wiirden 
gemaB dem folgenden Schema, wobei das eine Molekiil Crotonaldehyd 
in seiner Enolform reagieren miiBte : 


Ch, Uh, CH, CH, 
hy 4 ils 
} CHO CHO 
HOH XH 
en, dé” < Nar 


Dies stiinde in Analogie zur Erklairungsweise von Fischer und Lowenberg ? 
.fiir die Bildung des von ihnen aus /-Methylcrotonaldehyd bei der Einwirkuny 
von Natriumamid erhaltenen 1, 1, 4-Trimethyl-2-formyleyclohexadiens : 


ih tty CH, 
. cH HO bi cH 
HAC SCH HC~ Serf H,0~ “Ne 
| nile | > | 
HC. CHOH HO. CHOH HC CH 
\ay 4 \ 
“CH Nox SoH 


Gegen diese Annahme sprechen jedoch in unserem Falle auf Grund det 
gemachten Befunde folgende Uberlegungen: Zunichst muB festgestellt 
werden, dai jener Aldehyd, den wir aus /-Methylerotonaldehyd erhielten 
und in der vorangehenden Mitteilung (l.¢.) beschrieben, nicht Dimethy! 
octatrienal vorstellt, wie wir vermuteten, da das von Fischer und Lowenberg 
aus /-Methylerotonaldehyd durch Einwirkung von Barytlauge erhalten« 
Dimethyloctatrienal (Dehydrocitral) andere Eigenschaften besitzt als das 
von uns erhaltene Produkt; dagegen handelt es sich bei unserem K6rpet 
in Analogie zu der hier beschrieberien Beobachtungen wahrscheinlich 
gleichfalls um eine alizyklische Verbindung. Dabei diirfte jedoch unse1 
Produkt von dem von Fischer und Léwenberg bei der Einwirkung von Na 
triumamid erhaltenen hydroaromatischen Aldehyd gleichfalls verschieden 
sein, da der Aldehyd der genannten Autoren (Kp., 85 bis 86°) als schwach 
griinliche Fliissigkeit von wiirzigem, an Kiefernél erinnernden Geruch 
beschrieben ist, fuchsinschweflige Saéure orange farbt und ein farbloses, 
bei 213° schmelzendes Semicarbazon liefert, wahrend unser Aldehyd 
(Kp.o.5 72 bis 74°) ein schwach gelb gefarbtes, leicht fliissiges Ol von etwas 
dumpfem Geruch vorstellt, das schwefligsaures Fuchsin intensiv rot 
farbt und ein bei 195° schmelzendes Semicarbazon gibt, das in hellgelben, 
glinzenden Blattchen kristallisiert. Fiir die anderen von uns dargestellten 
Derivate fehlt leider der Vergleich. Es erscheint daher nicht ausgeschlossen. 
daB unser Aldehyd Cyclodehydrocitral vorstellt. Uber die Identifizierung 
des K6rpers soll demnachst berichtet werden. 


1 Von groBem Interesse erscheinen in diesem Zusammenhang die Kon 
densationen des Isoprens, doch handelt es sich dabei nach allem um einen 
anderen Kondensationstypus (s. vor allem Wagner-Jauregg, A. 496, 52, 1932). 

2 A. 494, 263, 1932. 
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Experimentetles. 
Das aus 400g Crotonaldehyd erhaltene Kondensationsprodukt! 
wurde zunachst im Wasserstrahlpumpenvakuum von geringen Resten 
Crotonaldehyd befreit und sodann im Hochvakuum weiter destilliert: 
I. Hauptfraktion: Kp.o,3 60 bis 96°: 100 g, 
II. Hauptfraktion: Kp.o.3 96 bis 145°: 66g. 
Riickstand verharzt. 
Nach nochmaliger Destillation bei 12 mm Druck wurden die unterhalb 
100° iibergehenden Anteile einer genaueren Fraktionierung unter 
Anwendung einer kleinen Widmer-Kolonne unterworfen, wobei folgende 
Fraktionen erhalten wurden: 
1.Fraktion: 71 bis 73°, 1.Hauptlauf: 45 


IS 


| schwache Gelbfarbung 


2. 73 717° 5 g : 

3. 7 4s | Zwischenliufe 6,5 ¢g beim lingeren Stehen 
4. oo. TF | lig “— 

5. 97 ,, 98°, 2.Hauptlauf 26 g dunkelgelbe \ orine bung 
é. a 98 ., 100° Nachlauf 7.5¢g | beim langeren Stehen 


Gesamtmenge: 91.5 ¢ 


1. Hauptlauf (Kp... 71 bis 73°). 

Derselbe bildet ein anfangs véllig farbloses, bei langerem Stehen 
bei Zimmertemperatur sich allmahlich gelblich firbendes Ol von kaum 
stechendem Geruch. Dasselbe ist in Wasser fast unléslich, leicht léslich 
in organischen Lésungsmitteln. Es reduziert Fehlingsche Lésung 
langsam in der Kalte, rasch beim Erwirmen. Fuchsinschweflige Séure 
gibt mit dem frisch destillierten Aldehyd griinblaue Farbung. Die 
Substanz gibt eine schwer lésliche Bisulfitverbindung. Zur Charak- 
terisierung ist das p-Nitrophenylhydrazon und Semicarbazon gut 
geeignet. 

Bisulfitverbindung. 2ccm des Ols wurden mit 12 cem frisch be- 
reiteter Natriumbisulfitlbsung versetzt und geschiittelt. Dabei trat 
erhebliche Selbsterwarmung ein, so daB unter der Wasserleitung gekiihlt 
wurde. Das Ol liste sich rasch auf, und nach dem Kratzen mit einem 
Glasstab trat alsbald reichliche Kristallisation ein. Nach kurzem 
Stehen wurde abgesaugt und die Substanz im Vakuum iiber Chlor- 
calcium auf Ton getrocknet. Ausbeute 2g. Die Bisulfitverbindung 
erwies sich an der Luft als vollkommen bestandig und nicht zerflieBlich. 
1 g derselben wurde in 10 ccm Wasser gelést und mit 5ccem 10° iger 
Natriumcarbonatlésung versetzt. Dabei fiel ein Ol aus, das nicht zum 
Kristallisieren gebracht werden konnte. 

p-Nitrophenylhydrazon. 0,5 g Ol wurden mit einer Lésung von 
0.6 g p-Nitrophenylhydrazin in 6ccm 50°,.iger Essigsiure versetzt. 


1 Die Versuchsbedingungen werden demnichst mitgeteilt werden. 


12* 
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Beim kraftigen Umschiitteln fand Abscheidung eines gelbroten Ols 
statt, das allmahlich kristallinisch erstarrte. Wasserzusatz ergab eine 
weitere Menge. Ausbeute an Rohprodukt 0,85 g. Nach éfterem Um- 
kristallisieren aus Eisessig oder aus Eisessig unter Zusatz von Wasser 
schmolz die vorziglich kristallisierte, hellrot (manchmal dunkelrot) 
gefiirbte Substanz bei 141 bis 142°. Dieselbe ist leicht léslich in Alkohol 
sowie Kisessig, unléslich in Wasser. 


2.81 mg Substanz: 0,411 c¢em N (21°, 746mm) 


2.86 .. - O46. Bite 78 «> 
Ci4H,;0,N;,. Ber.: N 16,33%. 
(257) Gef.: N 16,3%, 16,18%. 


Semicarbazon. 0,8 g Substanz wurden mit 0,5 g Semicarbazid- 
chlorhyvdrat in 3cem Wasser versetzt und kraftig geschiittelt. Die 
zunichst 6lige Abscheidung erstarrte alsbald kristallinisch: Wasser- 
zusatz ergab noch weitere Kristallisation. Ausbeute an Rohprodukt 
0,66 g. Nach wiederholtem Umkristallisieren aus schwach verdiinntem 
Kisessig und sodann aus Alkohol hatte die Substanz den Schmelz- 
punkt 196°. Schwach gelbliche, glanzende Blattchen. 





2,255 mg Substanz: 0.477 cem N (24°, 741 mm) 
25 = 0,483 .. N (26°, 741 ., ) 
C,H,,ON;. Ber.: N 23.46%. 
(179) Gef.: N 23,16%, 23,17%. 


Bromanlagerung. 0.1265 g Substanz in 10cem Chloroform: 22 cem 
n/10 Bromatlésung, entsprechend 176 mg Br. 


C,H,,0. Ber.: D = 1. 
(122 Gef.: D = 1,06. 


' 

H ydrierung. Bei Hydrierungsversuchen wurde 1 Mol Wasserstoft 
in der Regel rasch aufgenommen, wahrend die weitere Aufnahme von 
Wasserstoff zumeist nur langsam vor sich ging’. Es wurden dabei ver- 
schiedene Katalysatoren ausprobiert. 

12g Substanz (Kp.1¢ 64 bis 68°) wurden mit 0,4ccm Palladium- 
chloriirlésung (20 mg Pd) und Gummi arabicum sowie 10cem Methanol 
versetzt und in der Willstdtterschen Schiittelbirne hydriert. Verbrauch an 
Wasserstoff etwas iiber 200cem (fiir eine Doppelbindung berechnet: 
219 cem). 

2g Substanz wurden in 20 cem Methanol gelést und nach Zusatz von 
0.3 g¢ Pd-CaCO,-Katalysator (6mg Pd) hydriert. Innerhalb !,, Stunde 
wurden gegen 400 cem Wasserstoff aufgenommen (fiir eine Doppelbindung 
herechnet 365ccm). Die Destillation des Reaktionsproduktes (nach vor- 
sichtigem Entfernen des Methanols im Vakuum) ergab etwa 1 g Ol vom 
Siedepunkt 75 bis 76° (12mm). Das in iiblicher Weise gewonnene p-Nitro- 


' Die jeweilige Vorbehandlung der Substanz scheint dabei auch von 


Bedeutung zu sein. 
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Synthese und Kenntnis von Polyenverbindungen. I. Is] 


phenylhydrazon erwies sich als relativ schwer léslich in EFisessig und gab 
nach wiederholtem Umkristallisieren aus diesem den Fp. 160 bis 163°. 
In dem hydrierten und destillierten Ol hatten sich nach etwa 2 Monaten 
groBe, farblose, harte Kristalle in Form prismatischer Nadeln abgeschieden, 
lie durch Verreiben auf Ton von anhaftendem ©] befreit wurden und bei 
98 bis 101° schmolzen. Wie ein Mischungsschmelzpunkt zeigte ( Depression 
auf 78°), handelt es sich nicht um o-Toluylsdure, die auf Grund der spater 
zu beschreibenden Versuche eventuell hatte vermutet werden kénnen. 

Bei weiteren in analoger Weise durchgefiihrten Versuchen wurde 
langere Zeit hydriert und immer neuer Katalysator zugesetzt. Die Re- 
aktionsprodukte wurden sodann im Vakuum destilliert und die betreffenden 
p-Nitrophenylhydrazone dargestellt. Dabei gelang es jedoch nicht, zu ein- 
heitlichen Substanzen zu gelangen. Die Schmelzpunkte der durch frak- 
tionierte Kristallisation aus Alkohol oder Eisessig erhaltenen Anteile lagen 
zwischen 129 (schwerst lésliches Produkt) und 102° (am leichtesten lés- 
liches Produkt). Die Substanzen waren gelborange bis rotorange gefarbt. 
Moglicherweise handelt es sich dabei um verschieden stark hydrierte sowie 
isomere Substanzen. 

Umwandlungsprodukte. 10g des ersten Hauptlaufes (Kp.,, 68 bis 72°) 
wurden mit 30ccm Eisessig versetzt und 24 Stunden unter Stickstoff- 
durchleitung am RiickfluBkihler zum Sieden erhitzt. Sodann wurde das 
hellbraun gefarbte Produkt mit Wasserdampf destilliert, das Destillat mit 
Lauge durchgeschiittelt und das oben schwimmende OI] in Ather auf- 
genommen. Beim Destillieren desselben unter Atmospharendruck ging 
zwischen 185 und 195° eine hellgelbe Fliissigkeit tiber. Fuchsinschweflige 
Saure wurde durch das Produkt rotviolett gefarbt. in Blau itibergehend. 
Das rotgefarbte p-Nitrophenylhydrazon, das zuniachst schmierig ausfiel. 
hatte nach dem Umkristallisieren aus Eisessig den Fp. 185 bis 195°, war 
also noch unrein. 


Bei einem anderen Versuch wurden 5g des ersten Hauptlaufes unter 
Atmospharendruck destilhiert, wobei' zwische n 180 und 195° ein hellgelbes 
Ol tiberging. Dieses wurde 2 Stunden unter Stickstoffdurchleitung am 
LiickfluBkiihler gekocht' und dann wieder destilliert. Die ersten zwei 
Fraktionen (185 bis 196° und 196 bis 210°) gingen als hellgelbe Fliissigkeiten 
iiber; von 210 bis 250° destillierte ein gelbliches Ol, von 250 bis 300° ein 
dunkelgelbes dickes Ol. Die erste Fraktion gab sofort ein rotgelbes kri- 
stallinisches p-Nitrophenylhydrazon vom Fp. 188 bis 190° (nach dem 
Umkristallisieren aus Eisessig-Wasser). Fraktion II gab ein rotgelbes, bald 
erstarrendes p-Nitrophenylhydrazon; Fp. nach dem Umkristallisieren aus 
Eisessig-Wasser 197 bis 206°. Fraktion II] gab sofort ein festes p-Nitro- 
phenylhydrazon, das nach dem Umibkristallisieren aus Eisessig (in dem es 
schwerer léslich war als die oben erwahnten Produkte) zwischen 195 und 
205° schmolz. Fraktion IV gab nur ein éliges Produkt. 


Sodann wurden 30g des ersten Hauptlaufes unter RiickfluBkiihlung 
und Stickstoffdurchleitung 2 Stunden lang im Olbad zum Sieden erhitzt 
jadtemperatur etwa 196°) und sodann im Vakuum destilliert. Die Haupt- 
fraktion (etwa 8 g) ging zwischen 70 und 73° (12 mm) iiber. Der Destillations- 
riickstand war sehr betrachtlich. 


p-Nitrophenylh ydrazon des Kochproduktes, in ublicher Weise dar- 
gestellt; sofortige ziegelrote. kristallinische Abscheidung. Aus Eisessig 
oftmals umkristallisiert, Fp. 213 bis 214°. 
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Semicarbazon des Kochproduktes, in tiblicher Weise dargestellt, so- 
fortige feste Abscheidung. Aus wenig Ejisessig unter Zusatz von Wasse1 
umkristallisiert, Fp. 171 bis 172°. 

2.43 mg Substanz: 0,528cem N (22°, 738 mm). 
C,H,;,ON;. Ber.: N 23,5%. 
Gef.: N 23,75 %. 


Oxydation des ersten Hauptlaufes. 

Es wurden 10g Ol in etwas Alkohol zu einer Lésung von 28 g 
Silbernitrat in 120 cem Wasser in eine Schiittelflasche gefiigt und unter 
kraftigem Schiitteln eine Lésung von 10 g Natriumhydroxyd in 800 ccm 
Wasser allmahlich innerhalb |! Stunde zugesetzt. Insbesondere 
nach Zufiigen der letzten Menge Natronlauge machte sich Selbst- 
erwarmung bemerkbar. Das Silber flockte dabei véllig aus und setzte 
sich zum SchluB rasch ab. Die filtrierte Lésung, die schwach nach 
Bittermandelél roch, schied auf Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure 
ein Ol ab, das nach dem Kratzen mit einem Glasstab allmahlich er- 
starrte. Nach dem Absaugen und Trocknen wurden 7,5 g gut kristalli- 
sierte Siure erhalten. Die Mutterlauge wurde ausgeithert, der Ather 
abdestilliert und der Riickstand im Vakuum iiber Stangenkali belassen. 
Dabei fand keine Kristallisation statt: nach etwa 14tagigem Stehen bei 
Zimmertemperatur war jedoch das 0] fast ganz erstarrt. Die abgepreBte 
Substanz erwies sich identisch mit der bereits erhaltenen. Die Menge 
des nun zuriickbleibenden Ols war sehr gering. Die feste Saure kristalli- 
sierte aus wenig Eisessig auf vorsichtigen Zusatz von Wasser in weien 
Nadeln. Aus verdiinntem Alkohol bildet sich zunachst eine Emulsion, 
alsbald findet jedoch auch Kristallisation langer Nadeln statt. Fp. 62 
bis 63°. Die Substanz neigt beim Umbkristallisieren sehr zur Bildung 


von Emulsionen. 


0.3762 g Substanz verbrauchten 30,3 cem n/10 Lauge (F. 0,913) 
C,H,,0.. Ber.: Aquivalentgewicht 138. 
Gef.: os 136. 
Bromanlagerung. 1. 0.1123 g Substanz in 10cem Chloroform §ver- 


brauchten 17,5cem n/10 Bromatlésung, entsprechend 140mg Br. IT. 0,1285¢ 
Substanz in 10eem Chloroform verbrauchten 19,7 cem n/10 Bromatlésung, 
entsprechend 157,5mg Br. 
CaH.,0,. Ber.: D l. 
(138) Gef.: D 1,05, 1,07. 


0,5 g Substanz in 5 ccm Chloroform wurden allmahlich mit 5 cem 
einer Lésung von 0,6 g Brom in Chloroform (fiir eine Doppelbindung 
berechnet 0,56g Br) versetzt. Nach jedesmaligem Zusatz dieser Lésung 
fand rasche Entfirbung statt. Der geringe angewendete Uberschul 
wurde auch nach lingerem Stehen nicht entfarbt. Der nach dem frei- 
willigen Abdunsten der Lésung zuriickbleibende kristallinische Riick- 
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stand wog nach dem Trocknen auf Ton 0,7 g. Wurde die Chloroform- 
l6sung zwecks Gewinnung der Substanz im Vakuum abgedunstet, so 
hinterblieb ein dickes Ol, das erst durch Aufnehmen in Eisessig und 
Zusetzen von Wasser zum Kristallisieren gebracht werden konnte. 
Ferner erwies sich das Produkt als recht unbestaindig, indem es sich 
beim Umbkristallisieren aus verdiinntem Eisessig oder verdiinntem 
\lkohol teilweise zersetzte. Die Mutterlauge ergab dabei stets auf 
Zusatz von Silbernitrat einen ziemlich starken Niederschlag von Brom- 
silber, was auf die Abspaltung von Bromwasserstoff hindeutet. Aus den 
Mutterlaugen kann die Substanz zumeist auch nur schwer zur Kristalli- 
sation gebracht werden. Die Schmelzpunkte solcher Produkte lagen 
dann auch meist viel tiefer (92 bis 102°). Wegen der Unbestandigkeit 
der Substanz wurde daher auch nach wiederholtem Umkristallisieren 
kein scharfer Schmelzpunkt erzielt. Die véllig farblose Saiure begann 
bei 128° zu sintern und schmolz bei 134° durch. Bei einem Versuch, 
das Aquivalentgewicht der Substanz durch Titration mit n/10 Lauge 
in der alkoholischen Losung der Saure zu ermitteln, ergab sich in Uber- 
einstimmung mit den erwaihnten Beobachtungen iiber die Zersetzlich- 
keit der Substanz ein sehr groBber Laugeverbrauch, der gleichfalls 
durch die Abspaltung von Bromwasserstoffsiure zu erkliren ist. Eine 
genaue stOéchiometrische Beziehung wurde jedoch nicht gefunden. 

Bei der Einwirkung von 2 Mol Brom fanden anscheinend sekundare 
Prozesse (Oxydationen) statt. 0,5 g Saure in 5cem Eisessig und 5cem 
Wasser wurden mit 10 cem Brom-Eisessig (2 Mol) und noch 15 cem Wasser 
versetzt und iiber Nacht stehen gelassen. Die Bromfarbe blieb erhalten. 
Abgeschiedene Kristalle abgesaugt. aus verdiinntem Eisessig umkristallisiert, 
erwiesen sich als dibromierte Saure. Die L6sung ga» mit Silbernitrat 
starke Fallung von Silberbromid, enthielt also Bromwasserstoffsaure. 
Bei einem anderen Versuch, bei dem 2 Mol Brom in Chloroform zur Ein- 
wirkung kamen (0,5 g Saure in 5cem Chloroform, 10 cem Brom-Chloroform- 
lésung, 5cem Wasser) erhielten wir aus der Chloroformschicht nach dem 
Abdunsten tiber Stangenkali im Vakuum eine spréde, amorphe Masse, 
die sich infolge Bromwasserstoffentwicklung im Vakuum stark aufblahte. 
an der Luft rauchte und nach Bromwasserstoff roch. 

Dehydrierung. 0,4 g Saure wurden mit 0,45 g Brom im Bombenrohr 
2 Stunden auf 190 bis 200° erhitzt. Beim Offnen des Rohres machte 
sich starker Druck bemerkbar, und Bromwasserstoff entwich in Strémen. 
An den Wanden des Rohres hatten sich lange, farblose Nadeln neben 
dunklen Produkten abgeschieden. Der Bombeninhalt, der einen an 
Diphenylmethan oder Ditolylmethan erinnernden Geruch hatte, wurde 


in Sodalésung aufgenommen und zur Entfernung der Kohlenwasserstoffe 
ausgeaithert. Die nach Ansaiuern der wasserigen Schicht mit Schwefel- 
siure erhaltene kristallinische Abscheidung wurde in wenig Ather 
aufgenommen. Nach dem Abdunsten desselben hinterblieb eine schwach 
braunlich gefairbte Substanz, die auf Ton getrocknet wurde; Ausbeute 
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0,2 g. Aus verdiinntem Alkohol oder verdiinntem Eisessig, schlieBlich 
aus Wasser umkristallisiert, schmolz die Substanz gegen 102° (noch 
unscharf), enthielt keine Doppelbindung (/ayersche Reaktion negativ), 
jedoch noch etwas Brom. Ein Mischungssclimelzpunkt mit reine: 
o-Toluylsiure gab keine Depression. 

Bei einem Hvydrierungsversuch wurden 2 g der Saure (Fp. 62 bis 63°) 
in 0,5 g Natriumhydroxyd und 20 cem Wasser gelést, mit 1 g Pd-BaSO, 
Katalysator versetzt und in Wasserstoff geschiittelt. Die Wasserstoff- 
absorption war sehr zégernd. Nach der Filtration wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert und die abgeschiedene kristallinische Substanz 
abgesaugt, wobei ins Filtrat ein zum Teil erstarrendes Ol iiberging 
Ausbeute an fester Substanz 0.9 g¢. Durch fraktioniertes Umkristalli- 
sieren aus verdiinntem Eisessig wurde die héher schmelzende Substanz 
angereichert. Fp. nach dem schlieBlichen Umkristallisieren aus Wasser 
104°. Mischungsschmelzpunkt mit o-Toluylsiure unveradndert. 

0,1193 ¢ Substanz verbrauchten 9,55 ccm n/10 Lauge (F. 0,913) 

C,H,Os¢. Ber.: Aquivalentgewicht 136. 
Gef.: yo 137. 
Fs hatte daher, wenigstens zum ‘Teil, Dehydrierung stattgefunden. 

Katalytische Dehydrierung. 0,5 g Saure wurden in der erforderlichen 
Menge Lauge (10 cem) gelést und zu dem in der Schiittelbirne frisch 
reduzierten Pd-Katalysator (auf Bariumsulfat niedergeschlagen) hinzu- 
gefiigt. Sodann wurde einige Stunden unter Luftzutritt (bei geéffnetem 
Tubus) geschiittelt. Bei der gleichen Aufarbeitung wie zuvor wurden 
etwa 0,24g an festem Rohprodukt erhalten (Fp. gegen 87°). Durch 
Ausithern der Mutterlauge wurde neben geringen Mengen fester Substanz 
ein éliger Kérper erhalten, der vorlaufig noch nicht naher untersuclit 
wurde. Das oben erwahnte Rohprodukt hatte nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Wasser den Fp. 104° und erwies sich als o-Toluy!- 
siure (Mischungsschmelzpunkt unverandert). 


2. Hauptlauf (Kp... 97 bis 98°). 

Derselbe ist ein schwach gelbliches Ol von stechendem Geruch, 
das sich beim langeren Stehen bei Zimmertemperatur gelb bis braun 
firbt. Es ist in Wasser fast unléslich, leicht léslich in Alkohol, Ather, 
Eisessig usw. In Lauge erwies sich das Ol unter Gelbfarbung als leicht 


loslich und ist daraus auf Zusatz von Schwefelsiure wieder abscheidbar 
In Sodalésung ist das Ol, wenigstens zum gréBten Teil, unléslich. 
Wasseriges Ammoniak gibt mit dem 1 sofort einen anfangs etwas 
schmierigen, spiter erhartenden, unléslichen Niederschlag. Fehlingsche 
Lésung wird in der Kalte langsam, in der Hitze sehr rasch reduziert 
Fuchsinschweflige Saure gibt mit dem frisch destillierten Aldehyd 
griinblaue Farbung. Das Ol ist in 30° ,iger Natriumbisulfitlésung 
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leicht léslich, ohne daB eine kristallisierte Substanz zur Abscheidung 
velangt. Die bisher dargestellten Derivate des Aldehyds sind wenig 
charakteristisch. 

p-Nitrophenylh ydrazon. 05g Substanz wurden allmahlich unter 
kraftigem Riihren mit einem Glasstab in eine Lésung von 0,6 g p-Nitro 
phenylhydrazin in 12 ccm 50° ,iger Essigsaure eingetragen. Dabei schieden 
sich 0,75 g Substanz ab. Zur Reinigung muB wegen der leichten Zersetz- 
chkeit der Substanz sehr vorsichtig vorgegangen werden. Am _ besten 
bewahrte sich noch das Auflésen der Substanz in Eisessig durch schwaches 
Erwarmen und sofortige Ausfallung mit viel Wasser. Die Substanz ist auf 
diese Weise nur als amorphes Pulver erhialtlich. Fp. gegen 130° (unter 
Zersetzung). 

Das Semicarbazon ist nur in sehr geringer Ausbeute erhaltlich. Das 
Produkt erwies sich als sehr zersetzlich. 


Oxydation des zweiten Hauptlaufes. 

In drei Anteilen wurden 18 g O] mit insgesamt 50 g Silbernitrat 
in 120 cem Wasser allmahlich mit einer Lésung von 20g Natrium- 
hvdroxyd in 350 cem Wasser unter kraftigem Schiitteln innerhalb 
|, Stunde versetzt. Die Oxydation nahm den gleichen Verlauf wie 
bei der ersten Hauptfraktion. Die Selbsterwarmung war sehr erheblich. 
Nach dem Abfiltrieren und Auswaschen des Silbers entstand im Filtrat 
beim Anséiuern mit Schwefelséure eine schwache Triibung, und nach 
etwa einstiindigem Stehen hatten sich in sehr geringer Menge feine, 
lange Nadeln abgeschieden, die nach dem Umbkristallisieren aus ver- 
dinntem Alkohol unter Zersetzung gegen 180° schmolzen. Die geringe 
Substanzmenge erlaubte keine eiggehendere Untersuchung. Méglicher- 
weise handelte es sich um die Octatriensiure von Kuhn und Hoffer. 
Das Filtrat wurde sodann mehrmals ausgeithert, der Ather abdestilliert 
und der Riickstand sodann im Vakuum iiber Kali gestellt, wobei alsbald 
eine halbteste Masse entstand, die beim Absaugen einen festen Korper 
und ein éliges Filtrat lieferte. Ferner wurden 5,5 g der Fraktion vom 
Siedepunkt 98 bis 100° (12 mm) in analoger Weise mit dem gleichen 
Erfolg behandelt. Dabei erhielten wir 4,7 g halbfestes Rohprodukt 
und nach dem Aufstreichen auf Ton 2,6 g rohes Trockenprodukt. Die 
erhaltenen festen Anteile (Saiure Ila) wurden vereingt und wiederholt 
aus Benzol umkristallisiert. Dabei stieg der Fp. auf 124 bis 125°. Die 
Saure ist sehr leicht léslich in Alkohol und Eisessig, recht leicht léslich 
in Wasser, Chloroform und heiBem Benzol, fast unléslich in Ligroin. 


0.2230 g Substanz verbrauchten 28.7 ccm n,/10 Lauge (F. 0,913) 
») = 


0.2184 ¢ vs 7,55 , n/l10 , (F. 0,913) 
0,0244 g = in 0,2613 ¢ Campher: J 21,5°. 


CH y20,. 3er.: Molekulargewicht 174. Aquivalentgewicht 174. 
Gef.: od 173. - 170, 174. 
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Bromanlagerung. 0,1526g Substanz in 10 cem Chloroform verbrauchten 

18,2cem n/10 Bromatlésung, entsprechend 145 mg Br. 
C,H,,0,. Ber.: D L. 
(174) Gef.: D 1,03. 

Priparative Versuche fiihrten zum Teil auch zu _ sekundaren 
teaktionsprodukten. 06,5 g Substanz in 5cem Chloroform wurden 
allmahlich mit 4 ccm Chloroform-Bromlésung (1,2 g Brom in 10 cem 
Lésung) versetzt. Ohne weiteren Zusatz fand keinerlei Einwirkung 
statt. Zusatz von 5ccm Wasser bewirkte dagegen besonders anfangs 
eine rasche Entfirbung:; die letzte Brommenge (kleiner UberschuB) 
wurde erst beim Stehen iiber Nacht entfirbt. Beim Abdunsten der 
Chloroformlésung im Vakuum iiber Kali hinterblieb ein Ol, das nicht 
kristallisierte und an der Luft Bromwasserstoffdimpfe entwickelte 
Nach tagelangem Stehen bei Zimmertemperatur bildeten sich jedoch 
harte Kristallkrusten, die nach dem Abpressen auf Ton bei 127° (nach 
vorhergehendem Sintern) schmolzen. In Mischung mit dem Ausgangs- 
material (dessen Schmelzpunkt ungefahr gleich ist) fand starke Schmelz- 
punktsdepression statt. Fiir die weitere Reinigung reichte die Substanz- 
menge nicht aus. 

Bei der Behandlung von 0,5 g Substanz in 5cem Eisessig und 5 ccm 
Wasser mit 4cem Brom-Eisessig (1,2 g Brom in 10 cem Lésung) wurde nu 
ein OI erhalten, indem die noch am nachsten Tage zitronengelb gefarbte 
Lésung im Vakuum iiber Stangenkali abgedunstet wurde. Auch hier roch 
das Ol nach Bromwasserstoff, und die Lésung gab mit Silbernitrat starke 
Silberbromidfallung. Das Verhalten bei der Bromlagerung in Gegenwart 
von Wasser steht auch damit in Ubereinstimmung, daB die Saure sofort 
positive Reaktion mit dem Bayerschen Reagens gibt. 

Die neben der Saure vom Fp. 124 bis 125° erhaltene 6lige Substanz 
(Sdure IIb) ging bei der Destillation im Hochvakuum bei 0,3 bis 0,4 mm 
zwischen 140 und 145° als geruchloses, schwach gelbstichiges Ol iiber, 
das sich beim lingeren Stehen gelblich verfirbte. Sie gibt gleichfalls 
sofort positive Bayersche Reaktion. 

0.5219 g Substanz verbrauchten 35,25ccm n/10 Lauge (F. 0,913). 
C,H,,03. Ber.: Aquivalentgewicht 156. 
Gef.: - 162. 
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Ammoniakbefunde im menschlichen Gehirn. 


Von 
Hl. Schwarz und H. Dibold. 


Aus der Sonderabteilung fiir Stoffwechsel- und Ernahrungsstorungen und 


aus der chirurgischen Abteilung im Krankenhause der Stadt Wien.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1932.) 


Vor kurzem konnten wir im Gehirn von Kaninchen einen Ammoniak- 
gehalt nachweisen, der den NH,-Wert im Blute betrachtlich iibersteigt. 
Beobachtungen nach Verreiben des Gehirns mit Kochsalzlésung und 
kurze Exposition bei Zimmertemperatur zeigten gleichfalls, daB im 
Gehirn eine Ammoniakbildung stattfinden mu$. Wir studierten den 
EinfluB von Veranderung der Zirkulation durch Carotisligatur sowie 
Einwirkung von Insulin. Am menschlichen Gehirn liegen lediglich 
Leichenbeobachtungen von C. Riebeling vor, die kurze Zeit nach unserer 
Arbeit veréffentlicht wurden. Die Wichtigkeit dieser Feststellung 
veranlaBte uns, Beobachtungen an bei Hirntumoroperationen §ge- 
wonnenem und frisch verarbeitetem Gehirn anzustellen. 


Methodik. 


Ein gréBeres Stiick Gehirngewebe von tumoroperierten Menschen 
sowie tumornahes Hirngewebe wurde sofort nach der operativen Entnahme 
mit einer aus Ather und Kohlensaéureschnee bestehenden Kaltemischung 
fixiert, auf der Torsionswaage gewogen und der Ammoniakbestimmung 
nach Parnas und Mitarbeitern zugefiihrt. In fast allen Fallen erfolgte aus 
dem entnommenen Gehirnstiick eine histologische Untersuchung durch das 
Institut von Prof. Erdheim. 


Versuchsergebnisse. 


: Aktue Lhe r Ammoniakge halt des Ce hirns bet fiint Fall nopnit vers hie de nartige A 
Gehirnerkrankung. 


Die Untersuchungen an fiinf Fallen von tumoroperierten Menschen 


ergaben Gehirnammoniakwerte von 0,03 bis 0,41 mg-°,. Der Durch- 
schnittswert betrug 0,204 mg-°}. Es besteht eine gewisse Streuung 
fiir den menschlichen Gehirnammoniakgehalt. Einen sicheren Zu- 


sammenhang zwischen dem anatomischen Befund, der in der Tabelle 


genau ausgefiihrt ist, kénnen wir schon infolge der geringen Zahl der 
Untersuchungen nicht nachweisen. Auch die GréBenordnung der Streu- 
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Ammoniakbefunde im menschlichen Gehirn. ISv 


ing macht solches unwahrscheinlich. Die Héhe des Gehirnammoniaks 
ei diesen Versuchsreihen ist um weniges tiefer als der Wert, den wir 
vuf Grund von groBer Versuchszahl fiir normales Kaninchengehirn 
iungegeben haben. 

Zwei Versuchsergebnisse fallen jedoch weit aus der Reihe unserer 
Beobachtungen. In einem Fall bestand ein Gehirnammoniakwert 
von 0,03 mg-°,,. Das ist der tiefste Wert, den wir itiberhaupt im Gehirn 
feststellen konnten. Es handelte sich dabei nach dem histologischen 
Befund um Gehirngewebe im Zustand der Erweichung mit massenhaften 
Fettkérnchenzellen. In einem anderen Fall zeigte sich der auber- 
ordentlich hohe Wert von 1,19 mg-°,,. Wir haben diesen Versuch fiir 
die Berechnung der Durchschnittswerte deshalb nicht verwendet. 
Yon dem gleichen Patienten untersuchten wir einen Tag vorher das 
Gehirn. Der NH,-Wert betrug 0,28 mg-°,. Eine Nachblutung machte 
einen neuerlichen Eingriff erforderlich, bei welchem wir den zitierten 
hohen Ammoniakwert erheben konnten. 

Trotz geringer Zahl der Versuche scheinen die extremen Ab- 
weichungen einzelner Befunde bei Erweichung des Gehirns oder Nach- 
blutung dafiir zu sprechen, daB anatomisch nachweisbare Stérungen des 
Gehirns mit Veranderungen des Gehirnammoniaks einhergehen kénnen. 


Z.. Uber die traumatische Ammoniakbildung des Ge hirns. 


In drei Versuchsreihen untersuchten wir den Ammoniakgehalt 
des Gehirns nach Verreiben mit Tyrodelésung, tiberschichtet mit 
Paraffinum liquidum, und etwa !/,- bis Istiindlicher Exposition bei 
Zimmertemperatur. Deg Ammoniakgehalt nach der Exposition betrug 
ein Vielfaches des aktuellen Ammoniakwertes. Das Maximum von 
N Hg, das wir nach der Exposition feststellen konnten, betrug 4,35 mg-°,. 

Nach diesen Beobachtungen iiber NH,-Gehalt und NH,-Bildung 
nach Exposition an frisch entnommenem menschlichem Gehirn kann 
die Ammoniakbildung im Gehirn als erwiesen gelten. 


Zusammenfassung. 


Rei Fallen mit Hirntumor wird der Ammoniakgehalt frisch ent- 
nommener Hirnproben untersucht, die Bedeutung krankhafter Prozesse 
fiir die Héhe des Ammoniaks im Gehirn wird diskutiert. 

Durch Versuche nach Exposition und Zerreiben des Gehirns mit 
Tyrodelésung (traumatische Ammoniakbildung) wird die Ammoniak- 
bildung des menschlichen Gehirns nachgewiesen. 


Literatur. 


C. Riebeling, Klin. Wochenschr. Nr. 12, 8. 554, 1931. H. Schwarz 
u. H. Diebold, ebendaselbst Nr. 12, 8. 553, 1931. 





Uber die Ammoniakbildung des Gehirns und ihre Beeinflussung 


durch Anderung der Zirkulation und Insulin. 


Von 
H. Sehwarz und H. Dibold. 


(Aus der Sonderabteilung fiir Stoffwechselkrankheijten, Ernahrungs 
stérungen und diatische Heilmethoden im Krankenhaus der Stadt Wien.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1932.) 


S. Tashiro gelang es zuerst, im Froschnerven eine fliichtige basisch: 
Substanz nachzuweisen, die er als Ammoniak ansah. Er zeigte ferner, 
daB nach Reizung eine bestimmte quantitativ meBbare Menge dieses Korpers 
vom Nervensystem gebildet wird. H. Winterstein und E. Hirschberg konnte1 
die Becbachtungen von Tashiro bestatigen und untersuchten mit praziseren 
Methoden die NH ,-Abgabe des isolierten Riickenmarks. Sie gelangten zu 
dem SchluB, daB im Riickenmark Stoffwechselvorginge vor sich gehen, dit 
unter NH,-Bildung verlaufen und zeigten deren Beeinflussung durch 
Narkotica und Reizung des Nervensystems. Durch Beobachtung von 
H. E. Hasselbalch, Nash tind Benedikt u. a. wurde die groBe Bedeutung des 
NH, fiir die Regulation und Konstanterhaltung der Wasserstoffionen 
konzentration des Blutes und der Gewebe aufgedeckt. 


Die Bildung einer basischen Substanz im Gehirn ware von grofet 
Wichtigkeit fiir die Abstumpfung der bei der Tatigkeit sowie bei ver- 
schiedenen pathophysiologischen Vorgingen auftretenden Sauren. 

Ein weiterer Umstand, der uns veranlaBte, sich dieser Frage zu- 
zuwenden, war die Feststellung der BeeinfluBbarkeit der N H,-Bildung 
der Muskulatur und der Leber durch Insulin. Die unklaren Erscheinungen 
des hypoglykimischen Symptemenkomplexes lassen dabei die Ver- 
mutung verdnderter Stoffwechselvorginge im Gehirn gerechtfertigt 
erscheinen. 

Methodik. 


Die Verarbeitung und Gewinnung des Gehirns der Versuchstiere wurc: 
in folgender Weise vorgenommen: Kaninchen im Durchschnittsgewicht 


von 2 bis 2.5kg wurden in Lokalanasthesie mit einem Trepan von etw 
6mm Durchmesser wenig lateral von der Medianlinie trepaniert. Di 


Trepanationséffnung wurde mit Hilfe der Luerschen Zange erweitert 
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Sodann wurde die Dura vorsichtig unter méglichster Schonung des Gehirns 
ibprapariert. 

Um weitere Ammoniakbildung unmdéglich zu machen, fixierten wir 

iit einem kleinen scharfen L6ffel entnommene Gehirnproben, deren Ge- 
wicht 50 bis 250 mg betrug, mit Hilfe von fliissiger Luft. In einer Reihe 
on Versuchen wurde das Gehirn durch ein Gemisch von Kohlensaéureschnee 
ind Ather zum Gefrieren gebracht. Das letztere Verfahren hat den groBen 
Vorteil, daB man auf die schwer beschaffbare fliissige Luft verzichten 
c<ann. Die weitere Aufarbeitung des Gehirns erfolgte in ahnlicher Weise, 
wie dies J. K. Parnas und Mitarbeiter fiir die Ammoniakbestimmung im 
Muskel vorschreiben. 

Das Gehirn wird auf der Torsionswaage gewogen und sodann in einer 
kleinen Reibschale mit der von Parnas angegebenen Boratlésung unter 
Verwendung von Merckschem Quarzsand verrieben. Durch den Borat- 
zusatz ist die weitere Ammoniakbildung unterbrochen. Bei rascher Auf- 
arbeitung, sofortigem Gefrieren der Proben und Verreiben mit Borat k6nnen 
die ermittelten Ammoniakwerte dem aktuellen Ammoniakgehalt des Gehirns 
gleichgesetzt werden. Die Ammoniakbestimmung wurde nach der Destilla- 
tion im Parnas-Hellerschen Apparat kolorimetrisch mit Nessler-Reagens 
ausgefiihrt. Kolorimetrische Ablesungen nahmen wir voneinander un- 
abhangig vor. Von den so festgestellten Werten wurde das Mittel berechnet. 


Versuchsergebnisse. 
1. Ammoniakgehalt des Gehirns nach Probenentnahme in Lokalandsthesie. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt. 
Es wurden dabei nur Beobachtungen verwertet, bei welchen die Ent- 
nahme der Gehirnproben ohne schwere Blutung oder andere Schadigung 
des Tieres erfolgte. Desgleichen haben wir nur Versuchsreihen verwertet, 
bei welchen die Bestimmungen die vorgeschriebene Genauigkeit zeigten. 
Aus zwolf derartig untersuchten Tieren ergab sich ein Durchschnitts- 


wert fiir den Ammoniakgehalt im Gehirn von 0,387 mg-°,,. Die obere 
Grenze war bei 0,62, die untere bei 0,15 mg-°,, gelegen. Nur in einem 


einzigen Falle betrug der Wert 1,24 mg-°.,. Es besteht demnach eine 
individuelle Schwankungsbreite fiir die Héhe des Gehirnammoniaks. 


Tabelle I. 





N Hg-Gehalt 

inmg-"'9. . 0,42 0,58 046 0,23 1,24 0,25 0,62'015 016 019 017 017 
Gewicht der 

Probeinmg 55 49 | 124 115 59 88 64 279 230 213 132 199 


Mittel: 0,587 mg-°/, 


Wir haben bei unseren Versuchen auch auf die Dauer der Operation, 
die Geschwindigkeit der Probenentnahme und die Menge des verwandten 
Anistheticums geachtet, konnten jedoch keinerlei sicheren Zusammen- 
hang zwischen diesen Faktoren und der GréBe des Ammoniakwertes 


feststellen. Desgleichen waren uns keine Eigentiimlichkeiten einzelner 
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Kaninchenrassen aufgefallen. Wir haben lediglich den Eindruck 
der allerdings nur durch geringe Zahl von Versuchen  gestiitzt 
ist, daB bei alteren Tieren haufiger gréBere Ammoniakwerte zu 
finden sind. 


Vergleich des Ammoniakwertes der linken und rechten 
Hemisphare. 

Fiir die Feststellung, ob die von uns bestimmten Ammoniakwert: 
den tatsichlich im Gehirn vorhandenen entsprechen, oder ob mit 
groBeren Fehlern bei der Probenentnahme oder schlieBlich mit In 
konstanz des NH, im Gehirn selbst zu rechnen ist, schienen uns ver 
gleichende Bestimmungen des Ammoniakgehaltes der linken und rechten 
Gehirnhemisphare aufschluBreich. Die Entnahme erfolgte zumeist 
zuerst von der linken Hirnhemisphire. Die Trepanation und Frei 
legung der anderen Gehirnpartie erfolgte erst unmittelbar vor der 
zweiten Entnahme. Aus der Tabelle IT, die die Versuchsergebnisse 
enthalt, zeigt sich, da zwischen den Werten der linken und rechten 
Hirnpartie nur sehr geringe Unterschiede bestehen. In einem von 
fiinf Vergleichsversuchen waren die Werte absolut identisch. Nach 
diesen Beobachtungen scheint die Ubereinstimmung der von uns be- 
stimmten Ammoniakwerte mit dem im Gehirn unter physiologischen 
Bedingungen vorkommenden N H,-Wert bewiesen zu sein. Ferner geht 
daraus hervor, daB der A\mmoniakgehalt des Gehirns ein und desselben 
Tieres eine sehr konstante GréBe ist. 








' ‘ Tabelle II. 
Linke Hemisphire Rechte Hemisphire 
me cane a Ditferenz des 
rewich 7 Sahe rewic . ~~ % -Gehaltes 
oP visi se a N H3-Gehalt jap Pane N H,-Gehalt NH;-Gehalt 
mg mg-°/9 mg mg-° | mg- 
279 0,15 179 0,20 0.05 
230 0.16 227 0.16 0,00 
132 0,17 220 0,10 0,07 
213 0,19 210 0,11 0,08 
190 0,17 299 0,23 0.06 
Mittelwert: 0,052 


In einigen Versuchen entnahmen wir hintereinander von ein und de 
selben Gehirnhemisphire und untersuchten den Ammoniakgehalt. Das 
Verhalten war dabei durchaus verschieden, in einzelnen Fallen zeigte sic! 
bei der spiteren Entnahme ein wenig abweichender Wert, in andere: 
hingegen waren die Unterschiede erheblich. Wir haben den Eindruck, dal 
die Ammoniakwerte bei der ersten Entnahme die tiefsten sind, und glauben. 
daB die Werte spiterer Entnahme mit der Schadigung durch die Verletzung 
des Gehirns, kleineren Blutungen usw. zusammenhangen. 











be 
an 
s 

ge 
Of 


W 


At 


Mi 


un 
Ke 


nu 


scl 


ko 
mi 
mi 
wa 
(vi 
in 

Ve 
Au 


Vie 
Sch 
wal 


Am 














Ammoniakbildung des Gehirns usw. 193 


Beweise fiir Ammoniakbildung des Gehirns und iiber die traumatische 


Ammoniakbildung. 

Vergleichen wir den Ammoniakgehalt des Gehirns mit dem 
Ammoniakgehalt des Blutes, welcher von J. K. Parnas und Mitarbeitern 
bei verschiedenen Tieren bestimmt wurde, so zeigt sich, daB das Gehirn- 
ammoniak im Durchschnitt meist 15mal so groB ist als das des Blutes. 
So betrug in einem Versuch, den wir selbst vornahmen, der Ammoniak- 
gehalt im Gehirn 0,36 mg-°,,, wogegen das Herzblut desselben Tieres nur 
0,024 mg-°,, NH, enthielt. Schon diese Tatsache spricht mit groBer 
Wahrscheinlichkeit fiir Bildung von NH, im Gehirn. Beweise hierfiir 
versuchten wir durch Beobachtung der sogenannten traumatischen 
Ammoniakbildung zu erhalten. 

Wir bedienten uns dabei derselben Methode, wie sie J. A. Parnas und 
Mitarbeiter fiir die Feststellung der Ammoniakbildung im Muskel ver- 
wendet haben. Das Gehirn wurde in der beschriebenen Weise entnommen 
und fixiert, auf der Torsionswaage gewogen und sodann mit physiologischer 
Kochsalzlésung etwa 10 bis 15 Minuten lang verrieben. Um Ammoniak- 
verluste zu vermeiden, iiberschichteten wir die Kochsalzlésung mit Paraffi- 
num liquidum. Die Ammoniakbestimmung erfolgte in der friiher be- 
schriebenen Weise. 

Tabelle III zeigt die Versuchsergebnisse. In sechs Versuchsreihen 
konnten wir feststellen, dafB der Ammoniakgehalt nach dem Verreiben 
mit Kochsalzlésung wesentlich gréBer ist als bei sofortiger Aufarbeitung 
mit Borat. Der gréBte Unterschied zwischen den beiden Ansiatzen 
,, der geringste 0,04 mg-°, 
(vier von sechs) war die Differenz tiber 0,25 mg-°,,. Wir kénnen somit ' 


war 0,38 mg-°, ,. Bei der Mehrzahl der Versuche 
in den meisten Fallen eine Steigerung des Ammoniakgehaltes durch 
Verreiben mit NaCl feststellen, die nahezu ebenso gro} ist wie der 
Ausgangswert. 

Tabelle III. 





In Borat Nach Exposition in 0,9° 9 NaCl 

Gewicht , ve i Gewicht - Diferens des 
der Probe N H3-Gehalt dar Probe N H3-Gehalt N H3-Gehaltes 

mg mg-° mg mg-° 'o mg- 

5Y 0.46 66 0.50 0.04 

115 0,23 93 0.55 0,28 

68 0.48 135 0.74 0.26 

45 0.24 69 0,62 0.38 

88 0,25 73 0,36 0.09 

64 0.62 10 O.88 0,26 


Erklarung der Falle mit geringerer Ammoniakbildung ist schwierig. 
Vielleicht haben diese Gehirnentnahmen eine von uns nicht feststellbare 
Schadigung des Gehirns hervorgerufen, und der aktuelle Ammoniakgehalt 
war geringer als der von uns bestimmte. Dies kénnte geringere traumatische 
Ammoniakbildung vortaéuschen. Eine weitere Erklarung ware ferner, daS8 
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sich das Ammoniak des Gehirns bei Verreiben und Exposition mit Kochsalz 
losung nicht so gut abspaltet, wie fiir Muskel von Parnas gezeigt wurck 
Vielleicht ware eine vollstandigere Abspaltung des Ammoniaks dure! 
linger dauernde Exposition des Gehirns mit Bicarbonat bei héherer Tem 
peratur zu erhalten. Eine derartige Anordnung wurde von G. Embden und 
Mitarbeiter fiir die Feststellung der Ammoniakbildung in den Nieren it 
Anwendung gezogen. 


Die Ammoniakbildung des Gehirns scheint uns qualitativ durch 
unsere Versuche bewiesen. Uber die GréBe der Ammoniakbildungs- 
fahigkeit gibt uns auch der aktuelle NH,-Wert im Gehirn Aufschluf 
Wir haben deshalb von weiteren Expositionsversuchen Abstand ge- 
nommen. 

Die Frage nach der Quelle des Gehirnammoniaks ist sicherlich 
von grober Wichtigkeit. In Analogie zum Muskel ist die Annahme 
berechtigt, daB die Adenosinphosphorsdure als Muttersubstanz fiir das 
Gehirnammoniak aufgefaBt werden muB. Durch Untersuchungen 
von Pohle wurde das Vorhandensein von Adenylsiure im Gehirn nach- 
gewiesen. Damit scheint fiir die Annahme der Bildung des NH, im 
Gehirn aus Adenylsaure eine gesicherte Grundlage gegeben. 

Die prinzipiellen Ergebnisse dieser Beobachtungen haben wir in einem 
Vortrag in der Wiener Gesellschaft der Arzte im Februar 1931 mitgeteilt. 
Nachher wurden die gleichen Resultate auch von C. Riebeling, der mit 
anderen Methoden an Leichengehirnen arbeitete, erhoben. 


3. Uber die Beeinflussung des Ammoniakgehaltes des Gehirns durch Karotis 
ligatur sowie Vagatomie. 

In fiinf Versuchsreihen beobachteten wir den Ammoniakgehalt 
des Gehirns nach Unterbindung beider Carotid. commun. 

Es zeigte sich dabei in drei Fallen eine deutliche Erhéhung des 
Gehirnammoniaks. Ein Fall ergab keinen Anstieg und ein Versuch 
eine Verminderung. 

In einem Versuch, bei welchem gleichzeitig mit der Carotisunter- 
bindung auch beide Nerv. vagi durchschnitten waren, trat nach Carotis- 
unterbindung und Vagusdurchschneidung sogar ein ganz erheblicher 
Ammoniakanstieg und zwar von 0,62 auf 1,39 mg-°,, auf. 

Auch bei Beriicksichtigung geringerer Versuchszahl scheint uns aus 
diesen Beobachtungen vermehrte Ammoniakbildung bei Anoxamie des 
Gehirns hervorzugehen. Die Inkonstanz des Befundes erklart sich sicherlich 
aus verschiedenartiger kollateraler Blutversorgung durch die Vertebra! 
arterien. Die Einzelbeobachtung nach Vagotomie und Carotisligatur ist 
vielleicht ein Hinweis fiir schlechtere Regulation der Blutzufuhr nach 
Vagusdurchschneidung. 


Vor kurzem wurde von Westphal aut die Bedeutung von Stoffwechsel 
veranderungen im Gehirn fiir die Entstehung der Apoplexie hingewiesen 
Er zeigte unter anderem, da8 nach Unterbindung der Carotiden betracht- 











lich 
vrol 
Zers 


wir 


zeit 
bild 
sau 
mal 
neb 


und 

















Ammoniakbildung des Gehirns usw. 105 


Tabelle IV. 





lier ory, Gewicht 1. CGohal 
<a der Probe NH3-Gehalt Bemerkung 
sphiare 
Nr. mg mg-? 
l rechts 115 0,23 Unterbindung beider Carotiden, sofort Entnahme 
Bs 63 0.32 15 Min. spiiter Vagotomie bds., Entnahme 
links 96 0,37 15 Min. spiiter Entnahme 
| 
sj 93 0.55 Zur selben Zeit Entnahme, zerrieben in 
0.9 NaCl 
2 rechts 68 0.48 Unterbindung beider Carotiden, sofort Entnahme 
- 62 0.30 30 Min. spiter Entnahme 
links 46 0.58 1Std. nach Unterbindung Entnahme. 
51 0.62 11), Std. nach Unterbindung Entnahme 
135 0.7 2 Std. nach Unterbindung, zerrieben in 
0,9 Natl 
3 = 45 0.24 45 Min. nach Unterbindung beider Carotider 
Entnahme. 
= 60 0.62 20 Min. spaiter Entnahme, zerrieben in 0,9 Natl 
4 rechts SS 0.25 Entnahme. 
links 100 0,26 Nach 1!) Std. Unterbindung beider Carotiden 
se Entnahme. 
73 0.36 2 Std. nach Unterbindung Entnahme 0,9° , NaCl 
0,024 30 Min. spiiter Herzpunktion. 
5 rechts 64 0.62 Entnahme 
ms SS 0.62 20 Min. spiter Unterbindung und Vagotomie 
a beider, Entnahme 
- 40 0.90 100 Min. spiiter Entnahme 
links DS 1.39 ' 30 Min. spaiter Entnahme (gute Atmung 
101 OSS 30 Min. spiiter zerrieben in 0,9°%/) NaCl 


liche Mengen von Milchsaéure im Gehirn auftreten, und glaubte, der Bildung 
groBerer Milchsiuremengen im Gehirn kame gré8te Wichtigkeit fiir die 
Zerstérung des Gehirngewebes bei der Apoplexie zu. Bei diesen Bestimmungen 
wird aber nicht die freie Milchséure bestimmt, sondern das Lactat. 

Unsere Untersuchungen schienen zu zeigen, da’ offenbar gleich- 
zeitig mit der Entstehung der Milchséure durch gesteigerte Animoniak- 
bildung Neutralisationsvorginge einsetzen, welche die entstehenden 
Sauren abschwachen kénnen. Will man den EjinfluB des Sauerstoff- 
mangels bei der Zirkulationsstérung des Gehirns beurteilen, so muB 
neben der Milchséiurebildung auch dem Verhalten des Ammoniaks 
und anderer basischer Stoffe Aufmerksamkeit zugewendet werden. 


q. Einwirkung des Insulins auf die Ammoniakbildung des Gehirns. 


In friiheren Beobachtungen konnten wir eine bedeutungsvolle 
Einwirkung des Insulins auf den Ammoniakstoffwechsel nachweisen. 
So zeigte sich z. B. eine betrachtliche Verminderung des Ammoniak- 
gehaltes der Leber von Tieren, die hypoglykaimisch gemacht wurden. 
Dies legte den Gedanken nahe, ahnliche Vorgainge auch im Gehirn 
zu vermuten. 


13* 
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Fir diese Untersuchungen verwandten wir gleichfalls Kaninche: 
von etwa 2 bis 2,5 kg Gewicht. Vor dem Versuch hungerten die Tiere etw 
12 Stunden. Die Operation erfolgte in Lokalanasthesie. In einer Versuch s 
reihe wurden Gehirnproben in der eingangs geschilderten Weise entnomme: 
auf ihren Ammoniakgehalt verarbeitet, sodann 20 bis 30 Einh. Insulin Héchst 
injiziert und auf der Hohe der hypoglykamischen Erscheinungen nac! 
neuerlicher Trepanation die zweite Gehirnprobe zur Bestimmung gewonne 
Vor der ersten Hirnprobenentnahme, sowie auf der Héhe der Hypoglykami 
wurde Blut aus der Ohrvene entnommen und der Blutzucker nach Hag 
dorn-Jensen untersucht. Die hypoglykamischen Erscheinungen bestande: 
in Krampfen, Unruhe, anfangs Nagebewegungen, vereinzelt trat auch tief 
Koma auf. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle V zusammengestellt 

Die Blutzuckerwerte waren sowohl in Relation zum Nichtern 
blutzucker als auch absolut genommen erheblich vermindert. Bei de: 
Mehrzahl der Versuche wurde die zweite Gehirnprobe mehrere Stunden 
nach der Insulininjektion entnommen, der Blutzucker betrug in einem 
Falle dabei sogar 16 mg-°,,. Bei den meisten Tieren lag er unter 50 mg-° 

Der Durchschnittswert des Gehirnammoniaks in Tabelle [TV an 
gefiihrter Tiere betrug vor Insulin 0,56 mg-°,, und war etwas hoéher als 
die friiher angegebene Durchschnittszahl (0,387). Die Zahl lag jedoch 
im Bereich fiir normale Tiere beschriebener Streuung. 

Auf der Hohe der Hypoglykdmie entnommene Gehirnproben zeigten 
betrachtlich weniger Ammoniak. Der Durchschnittswert aus zehn 
Versuchen betrug 0,231 mg-°,. 

Diese Befunde sind derartig ausgeprigt, daB fehlerhafte Beurteilung 
kaum méglich ist. Wir kénnen keinesfalls annehmen, die niedrigen Ammo 
niakwerte nach Insulin lagen innerhalb des normalen Streubereiches und 
stellten individuelle Schwankungen dar. 

Die Verminderung des Gehirnammoniaks nach Insulin zeigt sich 
erstens aus diesen Durchschnittszahlen und zweitens auch an ein und 
demselben Tier. In Versuchen, bei welchen der N H,-Wert vor und nach 
Insulin durch Entnahme aus verschiedenen Hemispharen bestimmt 
wurde, fanden wir gleichfalls betrachtliche Abnahme des Ammoniaks 
wihrend der Hypoglykaimie. Die friiher angegebenen Unterschiede 
des NH, verschiedener Hemispharen sind viel zu klein (*/, bis ! ,) 
um diese Beobachtung zu erkliren. Wir glauben demnach bemerkens- 
werte Verminderung des Ammoniakgehaltes nach Insulin nachgewiesen 
zu haben. 

Fiir die gesamte Beurteilung der Ammoniaksenkung nach Insulin 
schienen uns Versuche, die hypoglykdmischen Erscheinungen durch 
Zuckerzufuhr aufzuheben, von Wichtigkeit. 

In fiinf Versuchsreihen erfolgte nach vorhergehender Unter- 
suchung des Gehirnammoniaks Zufuhr von Traubenzucker intravenos 
oder per os mit der Schlundsonde. In allen diesen Reversionsversuchen 


gelang es uns, den Blutzucker zur Norm und dariiber hinaus zu bringen. 
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T abe lle 
Vor Insulin Nach Insulin NH,- 
er Blut- | Ge- Blut- — Ge- Difte- Bemerkane 
zucker| wicht Hs zucker wicht Hs renz ‘ 
NI mg- ng mg mg-' mg my- mg 
l 975 81 0.99 71 S4. O16 —0O83 > Erste Entnahme rechts, dann 
20 Einh. Insulin Nach 2 Std 
zweite Entnahme links 
Kriampfe, Nagen, Secessus 
urinae 
2 18S 105) «60.54 70 81 0.35 0.19 Erste Entnahme rechts, dann 
20 Einh. Insulin. Nach 23), Std, 
Krimpfe, Nagen, zweite Ent- 
nahme links 
3 181 103 0.35 40 52 «0.25 0.10 Erste Entnahme links, dann 
25 Einh. Insulin. Nach 3 4 Std 
Krampfe, Schreie, zweite Ent- 
nahme rechts 
4 186 70 0.36 6 140 0,23 0.13 Erste Entnahme links, dann 
20 Einh. Insulin. Nach 1 4 Std 
Streckkrampfe, abwechselnd 
mit Koma. Nach 2Std. zweite 
Entnahme reehts 
7) 192 59 80.56 5D 147 0.27 0.29 Erste Entnahme links, dann 
25 Einh. Insulin. Nach 3 Std. 
10 Kinh Insulin Nagen 
Krimpfe. 30 Min. spiiter zweite 
Entnahme rechts 
Nach Insulin Nach Dextrose NH;- 
Tier Blut-  Ge- Blut- Ge- Diffe- Bemerkung 
zucker wicht NHs zucker wicht NH renz 5 
Nr mg- mg meg- mg- mg mg-‘ mg- 
6 28 152 013 351 182 0.20 + 0,07 14 Uhr 45 Min. Blutzucker, 
114 mg-* 9, 30 Einh. Insulin. 
17 Uhr 15 Min. erste Entnahme 
links, 80 cem 20° oige Dex- 
trose i. y 17 Uhr 50 Min. 
zweite Entnahme rechts. 
7 16 152 0.26 356 242 O11 0.15. 14 Uhr 15 Min. Blutzucker, 
05 mg- 30 Einh. Insulin 
16 Uhr Krimpfe. Erste Ent 
nahme links, 75 cem 20 ge 
Dextrose i. v 17 Uhr 15 Min 
zweite Entnahme rechts 
S 54 156 «20.32 365 136 0.15 - 0,16 , 18 Uhr 15 Min. Blutzucker, 
100 mg- 30 Einh. Insulin 
Keine Krampfe. 15 Uhr 45 Min 
erste Entnahme links, 20 cem 
20 ige Dextrose v. 16Uhr 
15 Min. zweite Entnahme links 
y 45 148 0,29 SS 144 0,26 0.03 138 Uhr 30 Min. Blutzucker, 


10 46 173 0.15 


108 196 0.11 


0.04 


116 mg 30 Einh. Insulin 
15 Uhr 45 Min. erste Entnahme 
links 60 cem 20 ige Dex- 
trose durch Sonde 17 Uhr 
zweite Entnahme rechts 
Blutung. 

15 Uhr 30 Min. Blutzucker, 
1:6 mg-°/9, 30 Einh. Insulir 
18 Uhr 45 Min. erste Entnahme 
links, anschliefend Krampfe. 
19 Uhr 100c¢em 20 ige Dex 
tros¢ 


An keinem einzigen Tiere war es méglich, einen entscheidenden 


Wiederanstieg des Gehirnammoniaks gleichzeitig mit dem Verschwinden 
der hypoglykaimischen Erscheinungen nach Zuckerzufuhr festzustellen. 
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Es handelt sich demnach bei dem Sturz des Gehirnammoniaks nach 
Insulin um einen irreversiblen oder nicht in kiirzerer Zeit reversible: 
Prozeb. 

Die auslésenden Ursachen des hypoglykaémischen Symptomen- 
komplexes sind durchaus unklar. Es kann heute keinesfalls behauptet 
werden, in welcher Weise und ob tiberhaupt den beschriebenen Am 
moniakverainderungen unter Insulin dabei Bedeutung zukommt 
Beriicksichtigen wir die friiher besprochene wichtige Rolle des Am- 
moniaks im Séurebasenhaushalt der Gewebe, so ware eine Einflul} 
nahme so erheblicher Verinderungen des N H,-Stoffwechsels im Gehirn 
im Rahmen der Moglichkeit gegeben. 


Zusammenfassung. 


1. Im Gehirn von Tieren kann ein konstanter Ammoniakgehalt 
in der durchschnittlichen Hé6he von etwa 0,4 mg-°, nachgewiesen 
werden. 

2. Bei Verreiben des Gehirns mit physiologischer Kochsalzlésung 
und kurzdauernder Exposition bei Zimmertemperatur ergeben_ sich 
wesentlich héhere N H,-Werte, als der aktuelle Ammoniakgehalt betragt 
Diese traumatische Ammoniakbildung, sowie die Tatsache, daB das 
Gehirnammoniak ein vielfaches des Blutammoniaks betragt, beweisen 
N H,-Bildungsfahigkeit des Gehirns. 

3. Bei Ligatur der Carotiden findet oft eine Vermehrung des 
Gehirnammoniaks statt. Ein Tier, bei welchem gleichzeitig mit de: 
Carotisligatur auch die Vagi durchschnitten waren, zeigte besonders 
betrichtliche Gehirnammoniakerhéhung. 

4. Insulin senkt den NH,-Gehalt des Gehirns in betrachtlichem 
AusmaB. Nach Aufheben der Hypoglykamie durch Zuckerzufuhr war 
bei unseren Versuchen keine Reversion der Gehirnammoniakwerte 
eingetreten. 
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Der Einflu6 intravenéser Injektion von Diastase 
auf den Blutzucker normaler und pankreasloser Tiere. 


Von 
Hl. E. Ch. Wilson (Glasgow) und F. Strieck. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 1, Juni 1932.) 


Kussmaul (1) hat schon 1874 mitgeteilt, daB die intravenése Injektion 
einer Diastaseaufschwemmung beim Zuckerkranken eine Verminderung 
der Zuckerausscheidung zur Folge hatte. Die von spaiteren Untersuchern 
beobachteten Schockwirkungen fanden sich auch bei seinen Kranken. 
Es kam regelmaBig zu einem Temperaturanstieg. Subcutane Injektionen 
waren ohne Einflu8. Diesen Untersuchungen kommt insofern keine besondere 
Bedeutung zu, als die Angabe vermiBt wird, ob und was die Kranken an 
den Untersuchungstagen gegessen haben. Die Herabsetzung der Gesamt- 
zuckerausscheidung betrug nur etwa | g einige Stunden nach der Injektion. 
Rosenfeld (2) machte 1930 die interessante Mitteilung, daB Diastase, die 
Hunden und Kaninchen injiziert wurde, den Blutzucker der Tiere deutlich 
herabsetzte. Er versuchte ferner, beim Menschen den EinfluB der Diastase 
auf den Blutzucker zu studieren. Aus fritheren Tierversuchen wuBte man, 
daB eine orale Darreichung unwirksam ist. Rosenfeld benutzte bei seinen 
Untersuchungen Pankreasdiastase und Takadiastase von Parke-Davis. 
Die rektale Zufuhr von etwa 5g Trockendiastase hatte beim Gesunden in 
einigen Fallen einen deutlichen insulinahnlichen Effekt. Intravendése Dar- 
reichung im Selbstversuch fiihrte zu so bedrohlichen Allgemeinerscheinungen, 
daB eine Blutzuckerkontrolle unmdéglich war. Durch die Unterbindung 
eines Ductus stenonianus beim Tiere gelang es Mansfeld, eine Resorption 
der Speicheldriisendiastase Zu erzielen, die ein starkes Absinken des Blut - 
zuckers zur Folge hatte. Auch beim Diabetiker wurden ahnliche Operationen 
durchgefiihrt, ohne daB ein deutlicher Erfolg in Erscheinung trat (.Wansfeld, 
Seelig, Gehrbrandt (3)|. Rosenfeld gelang es, durch Verfiitterung von Speichel- 
driisen anderer Tiere den Blutzucker zu senken, wobei es jedoch gleichzeitig 
zu einer starken Hamoglobinurie kam. 

Die unten mitgeteilten Versuche sollten die Frage nach der Art 
der Wirkung der Diastase zu klaren suchen. Wir benutzten zuerst 
Diastase puriss. Merck und ein Praparat der British Drug Houses 
London, die aus Malz hergestellt wurde, und drei verschiedene Pankreas- 
praparate der Firma Witte (Witte 1 bis 3). Die Diastase wurde entweder 
in destilliertem Wasser oder 0,85 °,iger Kochsalzlésung aufgeschwemmt, 


rasch filtriert und dann injiziert. Nur das Praparat Witte 3 ist voll- 
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kommen in Wasser klar léslich, wahrend alle ibrigen Praparate nicht 
ganz léslich sind. 

Unter Diastase verstehen wir nach der heutigen Namengebung 
wenn wir dem Vorschlag Eulers folgen, ein unreines Fermentpraparat, 
wahrend das starkespaltende Ferment als Amylase bezeichnet wird 
Auch heute ist es noch ungeklart, wieviel Einzelfermente in dem Pra 
parat Diastase vorhanden sind. Die Takadiastase, die Rosenfeld zu 
seinen Untersuchungen benutzte, wurde von Atkinson zuerst dargestellt 
Die Gewinnung erfolgt durch Wasserextraktion aus Koji, einem Pilz- 
material. Die chemische Konstitution ist noch unbekannt. 

Die Versuche, die wir in gleicher Weise wie Rosenfeld durchfiihrten, 
ergaben ahnliche Resultate. Es zeigte sich, wie aus den Protokollen 


Tabelle I. 








Versuch 1 Versuch 2 
Zeit Blutzucker Bemerkungen Zeit Blutzucker Bemerkungen 
8h 30’ 0,096 Kaninchen Nr. 152, gh 25’ 0.124 Kaninchen Nr. 152, 
11 09 0,097 2760 g, 24stiind. 10 30 0,111 2730 g, 0,3 ¢ Dia- 
1 00 0,087 Fasten. 10800' 11 15 0,126 stase Merck n 
4 00 0,087 4cem destilliert. 12 30 0,119 5eem destilliertem 
Wasser intrav. 2 30 0,055 Wasser 9°30’ inji- 
6 30 0,041 ziert. 
Versuch 3 Versuch 7 bis 8 
Zeit Blutzucker Bemerkungen Zeit Blutzucker Bemerkungen 


Sh55’ 0,101 Kaninchen Nr. 153, 8h50’ 0,999 Hund Nr.45, 10 kg 


9 30 0,105 2640 g, 24 Std. 9 50 0,108 24 Std. niichtert 
10 00 0,108 nichtern. 9200’ 11 50 0,097 9665’ 12 cem dest 
11 00 0.112 Scem 0,85 °Qig. 2 50 0.097 Wasser. 9510 dg 
12°15 0,140 NaCl, 11545'1.0¢ 8 45 0,082 Diastase Merck in 
12 45 0,103 Diastase Merck in 10 10 0,086 12cem H,0. 
1 45 0,074 Seem 0O.85°.,ig. 12 10 0,064 
4 30 0,044 NaCl, 5500’ lg 2 40 0,052 
5 40 0,058 Diastase, 55 30’ 5 40 0,064 

Krampfe, stirbt, 

Herzblut. 


hervorgeht, daB der Blutzucker unmittelbar nach der Injektion etwas 
anstieg und dann absank. Als Kontrollversuche dienen Versuch 1, 3 
und 4, die zeigen, daB der blutzuckersenkende Effekt nicht auf die 
Injektion als solche zuriickzufiihren ist. In Versuch 3 und 6 waren die 
hypoglykaémischen Erscheinungen so stark, daB der Tod der Versuchs- 
tiere eintrat. Auch beim pankreaslosen Hund war der gleiche Effekt 
zu erzielen. 

In Versuch 4, dessen Ergebnisse der Einfachheit halber nicht 
in Tabellenform mitgeteilt werden, blieb bei einem 2130 g schweren 
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Kaninchen nach Injektion von 8 ccm destilliertem Wasser der Blut- 
zucker nach dreistiindiger Beobachtung unbeeinfluBt. Nach der In- 
iektion von 1 g Diastase, aufgeschwemmt in 8 ccm 0,85°,iger NaCl- 
Lisung stieg der Blutzucker nach ] Stunde von 0,098 auf 0,124 und sank 
nach 3 Stunden auf 0,048. In Versuch 5 und 6 sank der Blutzucker der 
Kaninchen nach 2 Stunden auf 0,049 bzw. 0,034. In Versuch 6 traten 
3 Stunden nach der Injektion Krampfe auf, das Tier starb bald. Im 
Herzblut betrug der Blutzuckerwert 0,034. In Versuch 7 und 8, die in 
fabelle I tiber das Blutzuckerverhalten beim Hund Auskunft geben, 
war der gleiche blutzuckersenkende Effekt der Diastase wie beim 
Kaninchen zu finden. Das englische Praparat hatte die gleiche Wirkung 
wie das Mercksche, so daB sich eine Besprechung der Versuche ertbrigt. 

Wir legten uns nun die Frage vor, ob die blutzuckersenkende 
Wirkung der Diastase, die sowohl nach Injektion des Merckschen 
wie des englischen Praparats auftrat, auf die Fermente selbst oder 
durch den Einflu8 anderer Stoffe hervorgerufen wurde. Wie wissen, daB 
die Fermente sehr hitzeempfindlich sind. Die Inaktivierungstemperaturen 
s. Oppenheimer, Fermente, 8. 683) liegen bei Temperaturen um 60° C. 
Wir erhitzten die Diastase auf 106° fiir 60 Minuten und konnten mit 
den tiblichen Priifungsmethoden nachweisen, da eine Fermentwirkung 
nicht mehr zu finden war. Um eine sichere Zerst6érung des Ferments 
durchzufiihren, setzten wir Alkali zu, das spater neutralisiert wurde. 
Zu unserer Uberraschung war auch nach Zerstérung des Ferments 
die blutzuckersenkende Wirkung vorhanden. Als Beispiel fuhren wir 
in Tabelle II vier Versuche an. Versuch9 und 10 wurden am hungernden 
Kaninchen, Versuch 11 am Hund, Versuch 13 am pankreaslosen Hund 
angestellt. 

Versuch 13 zeigt, daB der blutzuckersenkende Effekt des injizierten 
Materials vom Pankreas unabhangig ist. 

Wir verdanken der Freundlichkeit der Firma Witte (Rostock) drei 
Pankreaspraparate, die wir in unseren Versuchen als Witte 1 bis 3 be- 
zeichnet haben. Das erste Praparat, das aus Pankreasdiastase hergestellt 
war, enthielt neben Amylase auch Trypsin. Die diastatische Wirksam- 
keit war sehr stark. Das zweite Praparat, das trypsinfrei war und 
keinerlei organische kiinstliche Schutzkolloide oder Elektrolyte enthielt, 
war in Pulverform haltbar. Bringt man dieses Praparat in Wasser 
zur Lésung, so geht die volle diastatische Wirkung nach Ausfall der 
Trager in das Wasser iiber. Eine nennenswerte Biuretreaktion bestand 


nicht. Wegen der geringen Ausbeute konnte die Messung nach dem 
TrocknungsprozeB in Wohlgemuth-Einheiten von Witte nicht mehr 
durchgefiihrt werden. Die Priifung mit Starkekleister ergab, daB 13 mg 
des Praparats 5g Starke, die in 150 ccm Wasser verkleistert wurde, 
bei 40° in 30 Minuten verzuckerte. Das dritte Praparat war wasserklar 
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Tabe lle Fd. 





Versuch 9 Versuch 10 


Zeit Blutzucker Bemerkungen Zeit Blatzucker Bemerkungen 


gh 10’ 0,105 Kaninchen,9"40'1lg 850’ 0,099 Kaninchen, Gewicht 
10 40 | 0,100 Diastase Merck, 9 25 0,133 2400 g, 8555’ 12¢ 


11 40 0,104 1 Std. bei 100°C. 9 55 0,126 Diastase —_intray 
12 40 0,086 10 55 0,096 1 Std. erhitzt. 

2 10 0,058 11 55 0.076 

8 10 0,053 12 55 0,046 

5 10 0,052 2 25 0,049 


) 
5 380 0.081 





Versuch 11 Versuch 13 





Zeit Blutzucker Bemerkungen Zeit Blutzucker Bemerkungen 


8h 25’ 0,089 (Hund, Gew. 10 kg, 850’ 0,392 Hund, Gew. 11,1 kg 


9 20 0,085 8h50' 2¢ Diastase, 10 30 0,318 paukreaslos, 24 Std 
9 50 0,089 1 Std. erhitzt, in- 12 30 0,252 nuchtern, kein In 
10 50 0,073 travenis. 8 00 0,241 sulin, 98 4g¢ Dia 
11 50 0,064 3 39 0,331 stase, 1 Std. er 
12 50 0,069 hitzt, intravends. 
3 50 0,058 


5 30 0,075 


léslich, vollkommen trypsinfrei und hatte eine noch gréBere Wirksamkeit 


beziiglich der Verzuckerung. Allen Praparaten, deren diastatiscl: 
Wirksamkeit hervorragend ist, war das Fehlen jeder blutzucker- 
senkenden Wirkung gemeinsam. Als Beispiele sind in Tabelle I] 


Protokolle iiber Versuche an Hunden und Kaninchen angefiihrt. 

Die Ahnlichkeit des Kurvenverlaufs bei der Betrachtung det 
biutzuckersenkeyden Wirkung der Guanidinderivate und der Diastase 
wie er sich in den oben angefiihrten Versuchen zeigt, lie} den Gedanken 
anftauchen, ob nicht unsere Beobachtungen auf ahnliche Substanzen 
zuriickzufiihren seien. Wir fanden bei der Merckschen Diastase eine 


geringe Menge EiweiB, die durch Tanninséure entfernt wurde. Dic 


Sagakuchi-Reaktion war negativ. Diese Probe ist aber nur fiir be- 
stimmte Guanidine typisch, und es besteht durchaus die Méglichkeit 
daB andere Guanidine, deren Wirkung auf den Blutzucker bekannt ist 
in unserem Falle wirksam sein kénnen. Auf Reinweins Vorschlag 
versuchten wir, diese Frage zu kliren. 


Reinwein und Miiller (4) hatten zeigen kénnen, daB bei Vorbehandlung 
des Versuchstieres mit Ergotamin Guanidininjektionen weitaus wirksamet 
sind. Sie fanden, daB der anfangliche Blutzuckeranstieg nicht auftrat 
und das nachfolgende Absinken desselben viel rascher erfolgte. Unser: 
Versuche 14 und 15 zeigten, da® diese Frage mit der Gynergenmethod 
nicht geklart werden kann. Wie aus den Protokollen hervorgeht, erfolgt 
die Senkung des Blutzuckers nach Diastase nicht rascher. Eine ausfiihrlich: 
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Tabelle IT]. 








Versuch 18 Versuch 17 
Injiziert 

nach Blutzucker Bemerkungen Zeit Blutzucker Bemerkungen 

Std. 

1), 0,088 Kaninchen, Nich- 830’ 0,126 Kaninchen, 0,010 g 

4 0,086 ternwert des Blut- 9 35 0,122 Diastase Witte 1 
1'/, 0,074 zuckers 0,087, 11 35 0,124 in Seem Wasser 
15/, 0,077 0,020 g TDiastase’ 1 05 0,129 $435’ injiziert. 
21/5 0,073 Witte 2. 2 05 0,119 
315 0,079 
Versuch 22 Versuch 23 
Injiziert | oe 

nach Blutzucker Bemerkungen Zeit Blutzucker Bemerkungen 
Std. 

1, 0,119 | Kaninchen, 0,250g)) 800’ 0,310 Hund, pankreaslos, 
1 0,121 Diastase Witte 3) 8 30 0,306 kein Insulin, 1g 
2 0.112 in dest. Wasser in-|| 9 30 0,315 Diastase Witte 3 in 
21, 0,101 travenos, Niich-|) 10 30 0,302 10cem Wasser 8» 
§ 0,110 wert 0,105. 11 30 0,324 15’ injiziert. 
4 0.107 12 00 0,308 


Mitteilung der Protokolle halten wir deswegen fiir unnétig. Es ist immerhin 
denkbar, daB die von Rosenfeld und uns mitgeteilten Erscheinungen durch 
andere unbekannte blutzuckersenkende Stoffe hervorgerufen werden. 
Wir erinnern nur an das von Collip (5) dargestellte Glucokinin, das er aus 
verschiedenen Pflanzengeweben gewann. 


Zusammenfassung. 

Der von Rysenfeld beim Tier beobachtete blutzuckersenkende ‘ 
Effekt intravendés injizierter Diasvase konnte durch unsere Versuche mit 
Diastase Merck und der British Drug Houses London bestatigt werden. 
Durch Zerst6érung der Fermente wurde er nicht beeinfluBt. Drei von 
uns benutzte, sehr reine und besonders wirksame Wifte-Priparate, 
die uns freundlicherweise zu unseren Versuchen zur Verfiigung gestellt 
wurden, beeinfluBten den Blutzucker normaler und pankreasloser Hunde 
nicht. Die fermentative Wirkung dieser Praparate ist auBerordentlich 
groB. Der blutzuckersenkende Effekt Merckscher Diastase ist mithin 
nicht auf das diastatische Ferment zuriickzufiihren. Die Wirkung 
wird wahrscheinlich durch unbekannte | blutzuckersenkende  Bei- 
mischungen hervorgerufen. 


Literatur. 
1) Kussmaul, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 8, 1874. 2) Rosenfeld, 
Klin. Wochenschr. 1931, 8S. 637. 3) Mansfeld, Seelig, Gehrbrandt, zit. 
Rosenfeld. 4) Reinwein u. Miiller, Arch. f. exper. Pathol. 125, 1927. 


5) Collip, J. of biol. Chem. 57, 58, 1923. 





Uber die Pektolase, ein neuaufgefundenes Pektinferment. II. 


Von 


Felix Ehrlich. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie 
der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 


In einer ersten vorlaufigen Mitteilung! war iiber die Entdeckung 
eines Pektinferments, der Pektolase, berichtet worden, das besonders 
in Priparaten der Takadiastase und des Emulsins, ferner in Schimmel- 
pilzen wie Penicillium glaucum und Penicillium Ehrlichii sowie auch 
im Schneckensaft vorkommt. Dieses Ferment ist befahigt, den Haupt- 
komplex des Pektins, die Pektolsdure, eine Tetragalakturonsiéure, in 
Pektolaktonsdure und weiter in die monomolekulare d-Galakturonsdur 
aufzuspalten, 

Im folgenden seien einige besonders charakteristische Beispiele 
fiir die Wirkung der Pektolase verschiedener Herkunft aus der groBen 
Zahl der bisher angestellten Versuche genauer beschrieben. Weitere 
ausfiihrliche Mitteilungen, auch iiber die Kinetik der Fermentwirkung, 


werden spater erfolgen. 


Beschreibung der Versuche. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Fermentversuche diente Pektolsdure, die 
nach den friither fir die Bereitung der ..Tetragalakturonséiure a und c* 
angegebenen Verfahren? aus dem Hydratopektin von Zuckerriiben oder aus 
Citruspektin® durch lingeres Erhitzen mit 5° ig. Salzséure bei Wasserbad- 
warme hergestellt war. Die zuerst gewahlte Reaktionsdauer von 6 bis 
8 Stunden lieB sich sehr wesentlich auf nur | Stunde im ganzen abkiirzen, 


' F. Ehrlich, diese Zeitschr. 250, 525, 1932. 

2 F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1995, 1929; 
F. Ehrlich u. A. Kosmahly, diese Zeitschr. 212, 209, 1929: F. Ehrlich in 
G. Klein, Handb. d. Pflanzenaxalyse 8, 103 u. 107, Berlin 1932. 

3 Bezogen von der California Fruit Growers Exchange, Ontario (Cali- 
fornien). Uber seine Zusammensetzung vgl. F. Ehrlich in F. Ullmann, 
Enzyklop. techn. Chem. 8, 316, Berlin 1931. 
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wenn die Hydrolyse unter gutem Riihren der Lésungen bei etwa 90° vor- 
genommen wurde, wobei auch besonders leicht filtrierende Produkte zu 
erhalten waren. Falls die Niederschlige zur besseren Reinigung nach dem 
Waschen mit Wasser mit Alkohol ausgekocht waren, wurde die rohe Pektol- 
siure zur vollstandigen Verseifung etwa partiell entstandener Ester in 
iiberschiissiger verdiinnter Natronlauge gelést, aus dem klaren Filtrat mit 
Salzsiure gefallt, mit kaltem Wasser, Alkohol und Ather griindlich ge- 
waschen und getrocknet. Anderenfalls geniigte zur weiteren Reinigung 
des nur mit kaltem Alkohol behandelten Rohproduktes seine Auflésung in 
kochendem Wasser und Fallung der geklarten Lésung mit Salzséiure. wobei 
dann die abfiltrierten Niederschlage in iiblicher Weise mit Wasser, Alkohol 
und Ather behandelt, die Pektolsiure in Form eines farblosen Pulvers 
lieferten, das bei 110° getrocknet direkt fiir die Versuche benutzt wurde. 
Die reine Pektolsiure entsprach der Zusammensetzung Cy) Hy)0,;(COOH), 
|g der trockenen Substanz neutralisierte gegen Phenolphthalein etwa 
55,0 cem n/10 NaOH. Die spezifische Drehung der Praparate schwankte 
zwischen [x], + 285 bis + 290°. 


I. Versuche mit Takadiastase. 


Als Fermentpraparat wurde eine von Parke, Davis u. Co., London, 
bezogene ,,Takadiastase‘‘ benutzt, von der meist ein Teil auf zwei Teile 
Pektolséure in vollstaéndig oder partiell neutralisierter Lésung zur Ein- 
wirkung kam. 2 bis 3 Jahre trocken aufbewahrte Takadiastasepraparate 
zeigten gegeniiber den frisch bezogenen Proben keinen wesentlichen Unter- 
schied in der Wirkung der Pektolase. 

Die Fermentversuche wurden zumeist in geriumigen Pulverflaschen 
mit eingeschliffenem Glasstopfen unter geniigendem Zusatz von Toluol im 
Brutschrank bei 30° angesetzt. Von Zeit zu Zeit entnahm man der Versuchs- 
lésung kleine Proben, die mit Kieselgur klar filtriert auf Drehung, auf Fall- 
barkeit mit Salzséiure oder Bleiessig, auf pH und auf Reduktion gegen 
Fehlingsche Lésung untersucht wurden. Die nichtverbrauchten Reste der 
Proben wurden wieder der Hauptlésung zugefiigt. Zum Studium des 
Verhaltens der Fermentlésungen fiir sich setzte man entsprechende Parallel- 
versuche an. 


A. Abbau der Pektolsdure durch die Pektolase der Takadiastase zu Pektolacton- 
sdure in neutraler Léswng. 
Versuch 1. 
Eigendrehung der Takadiastase. 

1g Takadiastase in 200cem H,O gelést. Schwach triibe, farblose 
Lésung von pu 6,5. Probe mit Kieselgur filtriert und polarisiert. Das 
Ganze mit 10cem Toluol bei 30° angesetzt. Die Lésung klart sich nach 
1 Tag vollstandig. 





Zeit 4 » Nach Nach Nach Nach Nach 
vi Anfang 1 Tag 2 Tagen 5 Tagen 19 Tagen 3 Monaten 
S <= ¥) - 0.289 | +0209 | +0,219 +0239 +0239 ++ 0,25! 


D 


Die Gesamtreduktion der Lésung in der Hitze entsprach 60 cem Fehling- 
scher Lésung. 
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Verhalten der Pektolséiurelésung fiir sich. 
2,0 g Pektolséiure in 110 cem n/10 Natronlauge + 90 cem H,O gelést 


Klare gelbliche Lésung gegen Lackmus neutral. Mit 10cem Toluol be: 


Zimmertemperatur angesetzt. 





Nach Tagen: 0 2 3 5 


e, ¢ =} + 2,759 + 2,780 + 2,749 + 2,749 


Die Lésung gibt mit Salzsiure dicken, gallertartigen Niederschlag 
ebenso mit Bleiessig. 
Pektolsaurelésung + Takadiastase. 


In dieser Pektolsiurelésung wird 1,0 g Takadiastase unter Schiitteln ge- 
lést und das Ganze weiter bei Zimmertemperatur unter Toluol aufbewahrt. 








Nach Tagen: 0 1 2 3 4 
ay, (l 1) 4 3,02° +} 2,82° + 2,73° + 2,69° + 2,64° 
mit Salzsiure Sofort dicker Tribung, erst spiter zunichst klar, am 
Gallert- dannflockiger Triibung, erst spiter | nachsten 
niederschlag Niederschlag, dann lang- Spuren Tage 
nur }/, der sam wenig Niederschlag| Spuren 
anfanglichen Niederschlag Nieder- 
Menge | schlag 
Nach Tagen: 6 8 11 14 
a, (l= 1) + 2,60° + 2,58° + 2,56° + 2,55° 
mit Salzsaure Spuren bleibt klar bleibt klar bleibt klar 
Niederschlag und blank und blank und blank 


Die schlieBlich erhaltene Lésung gibt mit Alkohol nur eine Triibung, 
mit Alkohol und Salzsaure eine flockige Fallung, mit Lésung von Chlor- 
calcium einen schleimig-flockigen Niederschlag entsprechend dem Ver- 
halten der Pektolactonsdure. Uhre Reduktion hat wahrend des Versuchs 
deutlich zugenommen. Die Gesamtreduktion der fermentierten Lésung in 
der Hitze berechnet sich aus der Titration auf 140 cem Fehlingscher Lésung. 
Abziiglich der Eigenreduktion von 1 g Takadiastase in Héhe von 60 ccm 
Fehlingscher Lésung verbleiben also fiir die Gesamtreduktion der aus ur- 
spriinglich 2,0g Pektolsiure entstandenen Pektolaktonsaéure 80cem Fehling- 
sche Lésung. 

Versuch 2. 
Pektolsaure neutralisiert + Takadiastase bei 30°. 

2.0 g Pektolséiure in 110 cem n/10 NaOH mit H,O zu 200 cem gelést, 
mit 1,0 g Takadiastase und 10 ccm Toluol bei 30° angesetzt. py = 6,8. 





Nach Tagen: 0 1 2 5 12 17 
a, (l= 1)) +2,97° | + 2,889 + 2,78° + 2,669 +2,56° + 2,56° 
mit Salzsiure 80fort ebenso starke Trii- schwache sehrwenig Spuren 
gallertige bung und Triibung, Nieder- Nieder- 
Fallung flockiger noch deut- | schlag schlag 
Nieder- licher 
schlag Nieder- 


schlag 
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Nach: 21 Tagen 29 Tagen 2!/. Monaten § Monaten 
ED (/ 1) + 2,52° + 2,52° + 2,50° + 2,.45° 
itSalzsaure bleibt klar ebenso ebenso ebenso 


Die Endlésung zeigte pu 6.4 und deutliche Reduktion. 


Versuch 3. 


Fermentative Darstellungder Pektolactonsaureaus Pektolsaure. 





5,5 g Pektolséure in 30cem n/l NaOH mit H,O zu 250 cem gelost. 
Die gegen Lackmus neutrale Lésung wurde mit 1 g Takadiastase und 10 cem 
loluol bei 30° angesetzt. 








Nach Tagen: 0 1 2 4 6 s 
> (1 1) + 6,289 + 6.04° + 5,88° + 5,739 + 5,62° 1 5.599 
‘t Salzsaure starker starker viel [riibung, erstklar, erst klar, 
gelatinéser flockig- weniger wenig dannsehr = spater 
Niederschlag schleimiger flockiger Nieder- wenilg Spuren 
Nieder- Nieder- schlag Nieder- Nieder- 
schlag schlag schlag schlag 
Nach Tagen: ll 15 22 31 
e, (i = 1) + 5,48° +- 5,45° 5,31° + 531° 
mit Salzsaure bleibt klar ebenso ebenso ebenso 


Nach 1 Monat wurde der Versuch abgebrochen. Die klar filtrierte 
Lésung dampfte man auf dem Wasserbad auf etwa 50 ccm ein, versetzte 
sie tropfenweise mit verdiinnter Salzséure bis zur deutlichen Kongoblauung 
und go8 sie dann in diinnem Strahl in '), Liter 96° ig. Alkohol ein. 
Der ausfallende farblose flockige Niederschlag ergab abfiltriert, wiederhalt 
in frischem Alkohol suspendiert und griindlich mit Alkohol und Ather 
gewaschen, trocken verrieben und bei 110° getrocknet: 3,85 g rohe Pekto- 
lactonsdure in Form eines noch aschehaltigen, fast farblosen Pulvers. Zur 
teinigung wurde die Substanz noch einmal in 50 cem H,O gelést, die Losung 
nach Zusatz von 5cem 10°, ig. Salzséure mit '/, Liter Alkohol gefallt, der 
erhaltene Niederschlag ahnlich wie oben nach dem Abfiltrieren erst mit 
salzsaurehaltigem Alkohol. dann mit reinem Alkohol und Ather gewaschen 
und schlieBlich bei 110° getrocknet. Die farblose, pulverférmige Verbindung 
enthielt noch 1,8°,, Asche. Sie erwies sich im iibrigen als eine ziemlich 
reine Pektolactonsdure’ von der Formel 


CO), 
Cop Hep O16 (<2 | (COOH)s. 
sles O 
Zur Analyse wurde die Substanz bei 78° im Vakuum 8 Stunden ge- 


trocknet. 
0.2110 g Substanz: 0.3095 g CO,, 0.0833 g H,O. 0.0038 g Asche. 


1 F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 2005, 1929, 
dort als ..Tetragalakturonsaure b** bezeichnet. 
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Auf aschefreie Substanz berechnet: 


Gef.: C 40,74, H 4,50, 
fiir C,H :0., ber.: C 40,91, H 4,55. 

Die Saéure neutralisierte gegen Phenolphthalein auf 1 g Substanz bh: 
rechnet direkt 45,7 cem n/10 NaOH (theoretisch 42,6), mit iiberschiissiger 
Alkali verseift und zuriicktitriert 52,6 cem n/10 NaOH (theoretisch 55,4 

0,2627 g Substanz in 10,0cem H,O gelést gibt klare, nur schwac] 
gelbliche Lésung. 1 1, c = 2,63; aj” = + 6,31°, [a)7,” = + 289,9°. 

0,2064 g Substanz in 10,0cem H,O geldst: c 2,06; A 0.060 

CoyHyg023- Ber. Mol.-Gew.: 704. 
Gef. - 639. 

Auf 1 g bezogen reduziert die Substanz kochend 35,9 cem Fehlingsch« 
Lésung vollstandig. 

Nach Willstdtter' und Schudel mit Hypojodit titriert gab die Ver 
bindung auf die Anwesenheit einer CHO-Gruppe stimmende Werte 
0,0974 g Pektolactonséure in 20 cem Wasser gelést und mit 4,6 c¢em n/10 
NaOH neutralisiert wird mit 5,7 cem n/10 J-Lésung versetzt, 15 Minuten 
stehengelassen, dann mit n/10 H,SO, neutralisiert und nach Zusatz von 
Starke mit n/10 Thiosulfat zuriicktitriert. Danach wurden 2,8 cem n/10 | 


verbraucht, wahrend sich 2,77 ccm n/10 J berechnen. 


B. Hydrolyse der Pektolsdéure durch die Pektolase der Takadiastase zu 
d-Galakturonsdure in schwach saurer Lésung. 
Versuch 4. 
Pektolsiure + Takadiastase bei pu = 6,3 (parallel zu Versuch 2). 
2,0 g Pektolsiure, in 100 cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 ccm 
gelést, mit 1,0 g Takadiastase und 10 cem Toluol bei 30° angesetzt, pH = 6.3. 





Nach Tagen: 0 1 2 4 11 16 23 


a; (t = 1) | + 38,099, + 2,309, + 2,14°| + 2,019) + 1,779; + 1,64°| + 1,48! 





: iets» as Nach Nach Nach 
Nach Tagen: 28 32 40 3 Monaten 4 Monaten 8 Monaten 
a) ‘. == 5) +1,38° + 1,35° + 1,25° + 0,91° + 0,82° + 0,71 


Auf Salzsiurezusatz blieb die Lésung bereits am zweiten Tage voll 
kommen blank und klar. Nach 14 Tagen gab eine Probe der Lésung mit 
iiberschiissigem Bleiessig versetzt und filtriert ein farbloses Filtrat, das 
sich beim Erhitzen im Wasserbad stark triibte unter Ausscheidung eines 
deutlich rosa gefarbten Niederschlags, ein Anzeichen fiir die durch das 
Ferment bedingte Abspaltung von freier Galakturonsaéure aus Pektolsaur: 
In der Folgezeit nahm die Farbung der Bleireaktion bald weiter zu und 
ging schlieBlich in ein tiefes Ziegelrot iiber. Parallel dazu wurde die Reduktion 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 51, 780, 1918. 
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on Fehlingscher Losung immer starker. Das px verschob sich am vierten 
lage auf 5,9 und war nach 4 Monaten auf 4,8 abgesunken. 


Versuch 5. 
Pektolsaure + Takadiastase bei pu 5,2. 


2,0 g Pektolsiure in 90cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 cem 








velést mit 1,0 g Takadiastase und 10 cem Toluol bei 30° angesetzt. px §,2. 
} 
Nach Tagen 0 1 2 3 4 ) 
te s> §) + 3,139 +2479 + 2,079 +1,969 + 1,829) + 1,769 + 1,70° 
Nach Tagen: 14 19 26 32 34 43 i) 
ap (I 1) +1,49°, +1419 + 1,269) + 1,169, +1,14° + 1,089 + 1,049 





Nach Monaten: 3 4 7 8 


a, (] 1) + 0,959 + 0,93° + 0.88° + 1.880 

Schon nach | Tag gab eine Probe der fermentierten Lésung mit Salz- 
saure nur noch eine sehr schwache Triibung und iiber Nacht sehr wenig 
tlockigen Niederschlag. Am zweiten Tage des Versuchs blieb die Lésung 
auf Zusatz von Salzsaure vollkommen klar und blank. Nach 14 Tagen der 
Versuchsdauer wurde eine intensiv ziegelrote Bleireaktion auf freie Galak- 
turonséure erhalten. Das px sank von 5,2 bis zum vierten Tage auf 4,7 
und war am Ende des Versuchs 4.4. 


Versuch 6. 
Pektolsdure + Takadiastase bei pu 5,1 auf 70° erhitzt 
(parallel zum vorigen Versuch 5). 

2.0 g Pektolsaure in 90cem n/10 Natronlauge zusammen mit 1,0 g 
Takadiastase mit H,O zu 200 cem gelést. Die schwach triibe und etwas 
gelbliche Lésung wurde im Kolben auf dem Wasserbad schnell auf 70° 
erhitzt und '/, Stunde auf dieser Temperatur gehalten. Die abgekiihlte 
starker flockig getriibte Lésung wurde nunmehr mit 10 cem Toluol ver- 
mischt in einer verschlossenen Flasche bei 30° angesetzt, px 5,1. 





Nach Tagen: 0 1 2 3 16 35 50 


a, (1 1)  +3,059 + 2,999 + 3,02° + 3,029 +2,95° +2,92° + 2,92° 





Nach Monaten: 


wo 
x 


a, (i = 1) + 2,93° + 2,74° 


Nach 24stiindigem Stehen bei 30° hatte sich die Lésung stark getriibt, 
am Boden hatten sich einzelne Flocken abgesetzt. Eine Probe der klar 


Biochemische Zeitschrift Band 251. 14 
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filtrierten Fliissigkeit gab mit Salzséure sofort viel gallertartigen, flockige: 
Niederschlag, dessen Menge auch am Ende des Versuchs ungefahr diesel!» 
blieb. Auch nach 8 Monaten wurde dasselbe px von 5,1 beobachtet. Fehling 
sche Lésung wurde auch dann nicht reduziert. 

Durch das Erhitzen der Lésung auf 70° ist also die Pektolase vollkomm 
zerstért worden. 

Versuch 7. 
Pektolsiure + Takadiastase bei pu 6,1. 

Die zu diesem Versuch benutzte Takadiastase war frisch aus London 
bezogen worden. Sie verhielt sich den sonst angewandten Praparaten 
gegeniiber fast vollkommen gleich. Lhre Eigenreduktion auf | g der trockenen 
Substanz bezogen betrug 70 cem Fehlingsche Lésung unter den bei den 
Fermentversuchen gewahlten Bedingungen der Konzentration. 

2.0 g Pektolséure in 90 cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 cen 
gelést mit 1,0 g Takadiastase und 10 cem Toluol bei 30° angesetzt, pu 6,1 





Nach Tagen: 0 l 2 3 4 6 12 


a,(l = 1) + 2,949 +2199 + 1,969 +1,85° + 1,82 +1,70° + 1,59 





es eee: ‘ a Nach Nach Nach 
Nach Tagen: a - 21. Monaten 41/, Monaten 5 Monaten 
a,(l = 2) + 1,42° + 1,14° + 0,86° + 0,79° + 0,79° 


Der Versuch zeigte einen besonders giinstigen Verlauf. Da schon nach 
24 Stunden die Lésung auf Zusatz von Salzséure vollkommen klar bliel, 
war daraus zu schlieBen. daB in dieser Zeit bereits eine vollkommene Uin- 
wandlung der Pektolsdure in die Pektolactonsdure stattgefunden hatte. Der ve1 
haltnismaBig schnelle Abfall der Drehung ging Hand in Hand mit einer sehr 
starken Zunahme der Reduktion und zugleich auch mit steigender Intensitit 
der ziegelroten Bleireaktion. Das px sank von anfangs 6,1 bis zum vierten 
Tage auf 5,6, bis zum 15. Tage auf 5,0 und war am Ende des Versuchs 4.6. 
Die Enddrehung zeigt auf die urspriinglich angewandte Substanz bezogen 
unter Beriicksichtigung der Eigendrehung der Takadiastase ungefahr die 
Drehungsgr6Be der d-Galakturonsiure'. Damit stimmen auch die Wert: 
der Kupfertitration gut tiberein. Auf die urspriingliche Gesamtlésung 
bezogen wurden von dieser am Ende des Versuchs 420 cem Fehlingsche 
Lésung kochend vollstaéndig reduziert. Zieht man hiervon die Eigen 
reduktion der Takadiastase mit 70 cem ab, so wiirden, da 1 g d-Galakturon 
siure total 215cem Fehlingsche Lésung reduzierte, die verbleibenden 
350cem 1,63 g Galakturonsdure C,,H,,O; entsprechen, d.h. 75,8 der Theori 
Bei dem vorliegenden Fermentversuch ist also die Spaltung der Pektol 
sdure in die d-Galakturonsdure sehr weitgehend verlaufen. 

Die Aufarbeitung derartiger Versuchsansdtze zeigt dann auch, dati 
man daraus regelmdBig sehr betrdchtliche Mengen kristallisierter rein: 
d-Galakturonsdure gewinnen kann. Vgl. Versuch 10. 


1 F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 2012, 1929 
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Versuch 8. 
Pektolsaure + Takadiastase bei pa = 4,2. 
2,0 g¢ Pektolsiure in 40 ccm n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 cem 


gelést mit 1,0 g Takadiastase und 10 ccm Toluol bei 30° angesetzt. px 4,2 








Nach Tagen: 0 2 3 8 24 
a, (i= 1) | +3,11° | +2,920 +2819 +2439 , + 1,609 
Nach Monaten: 3 5 
a,(l = 1)" ~ 1,049 + 0,91° 


Dieser Versuch verlief anfangs wesentlich ungiinstiger wie die Ver- 
suche 4 und 5, da hier nach 8 Tagen mit Salzsiure noch ein starker Nieder- 
schlag auftrat, demnach also immer noch viel ungespaltene Pektolsdure 
vorhanden war, wie dies auch die in den ersten Tagen nur langsam sinkenden 
Drehungen zeigen. Entsprechend dem dann starker auftretenden Drehungs- 
ibfall trat nach 24 Tagen keine Fallung mit Salzsiure mehr auf. Am Ende 
des Versuchs nach 5 Monaten war aber fast das gleiche Minimum der 
Drehung wie in den fritheren Versuchen erreicht und damit, wie auch 
Reduktion und Bleireaktion beweisen, ein ungefahr gleicher Prozentsatz 
an Galakturonséure abgespalten. Das px sank von 4,2 bis zum achten Tage 
auf 3.9. Vom 24. Tage der RBeobachtung an blieb es bis zum Ende des 
Versuchs konstant auf 3,4 stehen. 


Versuch 9. 
Pektolactonsaure + Takadiastase, 
Die Pektolactonséure war aus Riibenpektin hergestellt und durch 
zweimaliges Umfallen gereinigt. Das fast farblose, trockene Praparat zeigte 
al + 245,1°. 
2,0 g Pektolactonséure in 90 cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 ccm 
gelést mit 1,0 g Takadiastase und 10 cem Toluol bei 30° angesetzt. px 6.1. 





Nach Tagen: 0 1 2 3 i a) 


a, (l 1) +2,58° +2159 +2029 +1959 +1919 +1,59° 4 1,45° 





Nach Monaten: 3 4 6 
ay (} == §) + 1,16° + 1,09° + 1,03° 


Die fermentative Spaltung der Pektolactonsaéure zu d-Galakturonsaure 
verlauft also unter gleichen auBeren Bedingungen ganz analog der H ydrolyse 
der Pektolsaéure, bei der die erstgenannte Saure das Zwischenprodukt bildet. 
Nach 8 Tagen war bereits deutlich eine rosafarbige Bleireaktion zu beob- 
achten, deren Farbton sich dann bald vertiefte, wahrend gleichzeitig die 
Reduktion von Fehlingscher Lésung standig zunahm. px war von ur- 
spriinglich 6,1 bis zum sechsten Tage auf 5,9, am 20. Tage auf 5,8 und nach 
3 Monaten auf 5,6 gefallen. 


14* 
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Versuch 10. 
Fermentative Darstellung von kristallisierter d-Galakturon 
saure aus Pektolsaure mittels Takadiastase. 

Als Ausgangsmaterial dienten die tibriggebliebenen fermentierte: 
Lésungen friiherer Ansétze, in denen die Drehungen Endwerte voi 
X71 + 0.79 bis + 0,91° (1 1) erreicht hatten. , 

600 cem solcher Lésungen, die 6,0 g urspriinglich angewandter Pekto! 
siure entsprachen, wurden zunichst zur Bindung der anfangs fiir dik 
partielle Neutralisierung zugetiigten n/10 Natronlauge mit der berechneten 
aquivalenten Menge n/10 Schwefelsaure versetzt, worauf man die kla: 
filtrierte Fliissigkeit im Vakuum bei 40° auf etwa 25 cem einengte und unte: 
Schiitteln und Riihren mit !/, Liter Alkohok vermischte. Die Mischung 
wurde aut dem Wasserbad im Kolben kurz aufgekocht, dann tiber Nacht 
stark abgekiihlt und von dem ausgeschiedenen Salz und einer braunlichen 


sirupésen Masse abfiltriert. Die hellgelbe, alkoholische Lésung zeigt 
% ry + 1,14° fir 1 = 2. Sie ergab im Vakuum bei 30 bis 40° und weite: 


im Exsikkator iiber CaCl, konzentriert einen gelbbréiunlichen Sirup, de: 
schon am nachsten Tage beim Reiben stark kristallisierte. Die nach einigen 
Tagen vollkommen erstarrte Kristallmasse wurde mit wenig 90° jig. Alkoho! 
gut verrieben, abgesaugt, mit Alkohol und Ather griindlich gewaschen und 
die erhalitenen fast rein weiBen Kristalle im Vakuum iiber Schwefelsaiur 
getrocknet. Ausheute 3,2 q d-Galakturonsdure der «-Modifikation C,H4,)0- 
-H,O, doh. etwa 49,6°,, der Theorie. 

Wie aus ihrer spezifischen Drehung' ersichtlich, ist die gewonnen 
Verbindung bereits recht rein. 

0.3170 ¢ Substanz in 10 cem H,O lésen sich zu einer fast klaren farb 


losen Lésung. c = 3,17, 1 = 2. 
Anfangsdrehung nach 2 Minuten: «j,” + 5,55°, (aj + 87,4°, 
Enddrehung nach 24 Stunden: ap’ = + 3,32, [a]7,” + 52,49, 


Zur vollstindigen Reinigung wurde die Substanz noch aus 90° vig 
Alkohol umkristallisiert und fiir die Analyse mehrere Tage im Vakuun 
liber H,SO, getrocknet. 

0.1014 g¢ Substanz: 0,128] g CQO, 0,0508 g H,O. 

CyHyO;.H,O. Ber.: C 33,96, H 5,66. 
(212) Gef.: C 34,45, H 5,60. 


Beim Erhitzen sinterte die Verbindung von 104° an, farbte sich bei 12! 
gelblich und schmolz bei 151° unter Schiumen und Zersetzung. 

Auf 1.0 g¢ berechnet neutralisierte die Substanz gegen Phenolphthalei 
46,5cem n/10 Natronlauge (theoretisch berechnet 47,2). 

0.2189 g Substanz in 10 cem H,O gelést. ¢ = 2,19, 1 = 2. 


Anfangsdrehung nach 2 Minuten: «j,’ = + 4,07°, [x }7,” + 92,9°. 
Enddrehung nach 24 Stunden: a9? + 2,20°, [a], +- §0,2°. 


Aus den Mutterlaugen der ersten Kristallisation ergaben sich dunke! 
braune, noch Galakturonsiure enthaltende Sirupe. deren Aufarbeituny 
aber wegen der vorhandenen Sulfate und sonstigen Verunreinigungen weniz 
lohnend erscheint. Doch ist dieses ergiebige Darstellungsvertahren  fiu 
Galakturonsaiure noch mehrfacher Verbesserungen fahig. 


1 F. Ehrlich u. F. Schubert, a.a.O. 
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II. Versuche mit Malzdiastase. 
Versuch 1]. 
Pektolsaiure + Diastase-Witte. 
Als Fermentpraparat wurde kiufliche Diastase-Witte 1: 300 benutzt. 
2.0 g Pektolsiure in 80cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 cem 
gelést mit 1,0 g Diastase und 10 cem Toluol bei 30° angesetzt. Die Lésung 
war stark getriibt und klarte sich teilweise erst nach viertagigem Stehen 
unter Absetzen eines flockigen Niederschlags. Zur Bestimmung der Drehung 








wurden jedesmal Proben der Lésung mit Kieselgur klar filtriert. pu = 4.9. 
Nach Tagen: 0 1 2 4 8 
a, (1 1) + 3,14° + 2,97° + 2,92° + 2,50° + 2,20° 
Nach Tagen: 17 27 32 Nach 


2 Monaten 


a, (1 1) + 2,00° + 1,98° + 1,95° + 1,89° 


Die Lésung gab mit Salzsiure am zweiten Tage noch einen starken 
Gallertniederschlag, am vierten Tage blieb sie damit vollkommen klar, ein 
Zeichen dafiir, daB die Pektolséure dann vollstandig in Pektolactonsiure 
iibergefiihrt war. Die weitere Hydrolyse zur Galakturonsaure erfolgte nur 
sehr allmaéhlich und unvollstandig. Auch nach I Monat ergab sich nur 
eine undeutliche braunrétliche Bleireaktion. pH nahm langsam von 4,9 
auf 4,4 ab. 


Ill. Versuche mit Emulsin. 
Versuch 12. 
Zur Untersuchung diente das Handelspriparat Emulsin- Merck. 
Emulsin-Merck fiir sich. 


10g Emulsin-Merck in 200 cem H,O gelést. Triibe, farblose Lésung 
mit 10 cem Toluol bei 30° angesetzt. px 6,3. 





Anfangsdrehung Nach 1 Tag Nach 2 Monaten Nach 4 Monaten 
a,(l 1) — 0,20° — 0,18° 0,14° 0,14° 


Die klar filtrierte Lésung gab mit Salzsiure Triibung und wenig 
flockigen Niederschlag, auch am Ende des Versuchs. Sie reduzierte schwach. 
PH blieb konstant. 


Pektolsaure + Emulsin-Merck. 


2,0 g Pektolsiure in 90 cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 cem 
gelést mit 1,0g Emulsin-Merck und 10cem Toluol bei 30° angesetzt. 
pu = 5,8. 





Nach Tagen: 0 1 


i 16 20 40 


a, (l 1) +2,56° +2,40° + 2,389 + 2,049) + 1,72° + 1,59° + 1,31° 





214 F. Ehriich: 





Nach Monaten: 2 4 41, 6 7 
a,(i= 1) +1,19° + 0,95° ~ 0,95° + 0,88° + 0,89 


Der Versuch laBt weitgehenden Abbau der Pektolséure zu Galakturon 
siure durch eine im Emulsin befindliche Pektolase erkennen, doch scheint 
der Gehalt an diesem Enzym im ,,Emulsin“ geringer als in der Takadiastas: 
zu sein, da die Hydrolyse nur sehr langsam verléuft. Nach 2 Tagen gal 
Salzsiure noch einen starken Niederschlag, nach 7 Tagen war die Fallung 
ungefahr ebenso gering wie in der Emulsinlésung fiir sich. Nach ]4tagige: 
Einwirkung des Emulsins gab die Lésung mit heiBem Bleiessig einen deut lich 
roten Niederschlag und kraftige Fehling-Reduktion. Die Bleireaktion wa: 
nach 4Monaten direkt tief ziegelrot. pH nach 20Tagen 4,8, nach 
4 Monaten 4,7. 


IV. Versuche mit Penicillium glaucum. 


Die Versuche wurden sowohl mit frischem Pilzmycel wie mit trockenen 
Niederschligen aus Kulturfliissigkeiten des Schimmelpilzes ausgefiihrt. 
Von den vielfach variierten Ziichtungsverfahren greife ich die folgenden 
heraus, die zu wirksamen Fermentpraparaten fiihrten: 

Fermentpraparat E 13a und b, In einem mit Wattebausch verschlossenen 
Erlenmeyer-Kolben wurden 200 cem Bierwiirze von 10° Blg. mit 2 g Citrus 
pektin bis zur Lésung auf dem Wasserbad erhitzt. Die in iiblicher Weise 
sterilisierte Lésung beimpfte man mit einer frischen Kultur von Penicillium 
glaucum und lieB sie bei 22 bis 25° 14 Tage wachsen. Das an der Oberflache 
und untergetaucht reichlich gewachsene Pilzmycel wurde dann abgehoben, 
mit Wasser abgespiilt, im Mérser mit Aceton verrieben, abfiltriert, mit 
Aceton und Ather gewaschen, schlieBlich auf FlieBpapier an der Luft und 
im Vakuum iiber CaCl, getrocknet. Gewonnen 7,.2qg Pilzmycel (Pri- 
parat E 13a). 

Nach Entfernung des Mycels wurde die verbleibende Kulturfliissigkeit. 
auf welcher der Pilz gewachsen war, mit dem vierfachen Volumen Alkohol 
versetzt, der entstandene Niederschlag nach dem Absitzen dekantiert und 
zentrifugiert, mit Alkohol und Ather gewaschen, erst an der Luft und 
schlieBlich im Vakuumexsikkator getrocknet. Erhalten 0,65 q Ferment 
niederschlag (Praparat E 13b). 

Fermentpradparat E15. In gleicher Weise lie} man eine Reinkultur 
von Penicillium glaucum auf einer sterilisierten Lésung von 400 cem Bier- 
wiirze (10° Blg.) und 4g Citruspektin bei 25° im ganzen 9 Tage wachsen. 
Das abgehobene Pilzmycel wurde im Morser zerkleinert, darauf mit der 
iibrigen Kulturfliissigkeit und etwa 50 ccm Toluol gut vermischt und das 
Ganze 24 Stunden zur Autolyse bei 30° aufbewahrt. Nunmehr wurde die 
Mischung annahernd klar filtriert und mit dem vierfachen Volumen Alkoho! 
verriihrt. Nach dem Abfiltrieren, Waschen und Trocknen ergaben sich 
2,0 q Fermentniederschlag (Praparat E 15). 


Versuch 13. 


Mycel von Penicillium glaucum fiir sich. 


10g trockenes Mycel von Penicillium glaucum (Praparat E I3a 
einige Zeit mit 200cem H,O und 10 ccm Toluol geschiittelt und bei 30° 
angesetzt. Zeitweise abfiltrierte Proben der Lésung wurden untersucht 
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Nach: 1 Std. 24 Std 2 Tagen 5 Tagen 
a, (I 1) + 0,089 + 0,07° + 0,06° 0.06° 


pu blieb konstant 5,6. Die Endlésung reduzierte Fehlingsche Lésung 
n Spuren. 


Pektolséiure + Mycel von Penicillium glaucum. 


2,0 g Pektolsdure in 100 com n/10 Natronlauge + 100 cem H,O geldést 
mit 1g trockenem Mycel von Penicillium glaucum (E 13a) und 10 cem 
Toluol bei 30° angesetzt. pu 5,9. 





Nach: 10 Min. 24 Std. 2 Tagen 4 Tagen 18 Tagen 3 Monaten 
a,(l=1)) + 2,65° + 1,60° + 1,54° + 1,49° + 1,39° + 1,02° 


Wie schon der starke Abfall der Drehung am ersten Tage zeigt, enthalt 
das Mycel des Pilzes eine krdftig wirkende Pektolase. Nach 24 Stunden ist 
bereits die ganze Pektolséiure in Pektolactonsaéure iibergefiihrt, da Salz- 
siure in der Lésung keine Fallung mehr gibt. Es sind aber auch schon 
deutliche Mengen von Galakturonséure abgespalten, wie das Auftreten 
einer starken Fehling-Reduktion und einer intensiv roten Bleireaktion 
erkennen JéBt. px ging am ersten Tage von 5,9 auf 5,1 zuriick und war am 
Ende des Versuchs 4,9. 


Versuch 14. 


Pektolsiure + Ferment aus Penicillium glaucum. 


2,0 g Pektolséure in 100 cem n/10 Natronlauge + 100 cem H,O gelést 
mit 0,1 g Fermentniederschlag aus der Nahrlésung von Penicillium glaucum 
(Praparat E 13b) und 10 cem Toluol bei 30° angesetzt. pH = 5,9. 





Nach: 0 Tag 1 Tag 2 Tagen 4 Tagen 3 Monaten 
an(l=1) | +2,85° + 1,57° + 1,54° - 1,50° + 1,14° 


Das aus dem Kulturfiltrat angereicherte Pektolaseferment des Pilzes 
ist wesentlich wirksamer, da schon mit 0,1 g des Niederschlags derselbe 
Effekt hervorgerufen ist wie mit 1g des Mycels. Nach 24 Stunden gibt 
die Lésung mit Salzséure keine Fallung mehr, aber mit heiBem Bleiessig 
deutlich ziegelrote Reaktion. 


Versuch 15. 


Pektolsaiure + Ferment aus Penicillium glaucum. 


2,0 g Pektolséure in 100 cem n/10 Natronlauge + 100 cem H,O gelést. 
Die Lésung wird mit 0,1 g K,H PO, als Puffer und mit 0,1 g Ferment aus 
Penicillium glaucum (Praparat E 15) versetzt und geschiittelt. Die nach 
4 Stunde abfiltrierte gelblich-braunliche Lésung wird, bei gewéhn- 
licher Temperatur aufbewahrt, in kurzen Zeitabstanden polarisiert. pH = 6,3. 


etwa ! 








216 F. Ehrlich: 








Zeit —— 7 Min. 15 Min. 25 Min. 40 Min. 55 Min F 

} 

ay ( 1) + 2,18° + 2,08° + 2,029 +1979 +1,93 

a 

Zeit ee 11), Std “men aie em | 
a,(l = 1) + 1,89° + 1,85° + 1,799 + 1,749 


I 


Das Ferment zeigte hier eine sehr schnelle und bedeutende Wirkung. da 
schon einige Minuten nach vollkommener Lésung Pektolsdure mit H¢ F 
nicht mehr nachweisbar war und da die Drehung in kurzer Zeit sehr betracht 
lich abfiel. Schon nach 6 Stunden war starke Reduktion und deutlich zregel 
rote Bleireaktion za beobachten. Auffallend war. daB die nach 24 Stunde: 
erreichte Drehung auch in der Folgezeit beim Ansatz mit Toluol nicht » 
weiter abfiel. Daran anderte auch eine Verschiebung des konstant gx 
bliebenen pu durch Zusatz von Puffer auf 6,0 und auf 4,9 innerhalb von 
2 Monaten nur wenig. 


V. Versuche mit Penicillium Ehrlichii. 


Es wurden zahlreiche mannigfach variierte Kulturversuche angestell|t 
um zu besonders wirksamen Fermentpraparaten aus Penicillium Ehrlich: y 
zu gelangen. Hieriiber wird spiter gelegentlich der Mitteilungen iiber die di 
Propektinase berichtet werden. r 
Nach den bisherigen Versuchen haben sich die folgenden beiden 
Ziichtungsverfahren am Lesten bewihrt. Die dabei erhaltenen Praparat: 
wurden auch fiir die unten beschriebenen Fermentversuche verwendet. 
Fermentprdparat E16. In 500cem Hefewasser von 1°, Trocken 
substanz wurden 10 g Citruspektin gelést und die Lésung nach dreimalige: 
Sterilisierung im Dampftopf mit einer Reinkultur von Penicillium Ehrlic/ 
beimpft. Nach dreiwéchigem Wachstum bei 22 bis 25° unter Bildung 
einer Pilzdecke auf der Oberflache der Fliissigkeit wurde Mycel und Nah 
lésung in ein Becherglas gespiilt, gat mit 25cem Toluol verriihrt und nacl 
eintaigigem Stehen das Ganze durch ein Papiertilter abfiltriert. Das Myce! oh 
wusch man noch mit 100 cem Toluolwasser nach und preBte es aut de! T 
Nutsche gut ab. Die gesammelten Filtrate wurden mit dem vierfachen di 
Volumen Alkohol verriihrt, der ausgefallene Niederschlag durch A}, 
dekantieren und Zentrifugieren abgetrennt, mit Alkohol und Ather ge 
waschen und iiber CaCl, getrocknet. Gewonnen 2,74 q trockenes Ferment P 
prdparat E 16 als hellgraues Pulver. Das verbleibende lufttrockene aus 
gewaschene Mycel wog 2,24 g. m 


Zi 
st 


Fermentpraparat E31. 800 cem Hefewasser von 1”, Trockensubstanz _ 
mit 200cem Malzauszug von 10° Blg. und 20g Citruspektin gemischt 
sterilisiert und beimpft. Nach 16 Tagen Wachstum bei 25° wurde 24 Stunde! 
mit 5°, Toluol autolysiert und das Ganze weiter wie oben behandelt @ 
Gewonnen 6,53q trockenes Fermentprdparat E 31. Das ausgewasche! 
Mvycel wog lufttrocken 8,37 g. 


Das Hefewasser war aus gewoéhnlicher Bickerhefe gewonnen. Ds 
Malzauszug wurde aus Pilsener Malz der Breslauer Aktien-Malz-Fabri! a 
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hergestellt, indem 200g feingemahlenes Malzschrot mit 1 Liter H,O bei 
50 bis 55°C im Wasserbad in etwa 3 Stunden verzuckert wurde unter 
haufigem Schiitteln und Riihren. Die Wiirze wurde darauf * , Stunden im 
Dampftopt gekocht und solange durch Papierfilter filtriert, bis der Malz- 
auszug einigermaBen geklart war. Dann wurde er sterilisiert aufbewahrt. 

Beide Fermentpraparate besaBen einen hohen Gehalt an Propektinase 
ind Pektolase. Sie lieBen bei zweijahriger Aufbewahrung nicht wesentlich 
in ihrer Pektolasewirkung nach. 


Versuch 16. 


Pektols&ure + Ferment aus Penicillium Ehrlichii in schwach 
alkalischer und schwach saurer Lésung. 





2.0 g¢ Pektolséure in 115 cem n/10 Natronlauge + 85 cem H,O geldst 
mit O,l g Ferment E 16 geschiittelt, Lésung nach 10 Minuten filtriert mit 
2 cem Toluol bei 30° angesetzt. PH 728. 

Nach: 0 Min. 1 Std 2 Std 6 Std. 7 Std 24 Std. } Tagen 
a, ( 1) +2,90° +2,90° +2,90° +2909 +2,90° +2909 +2839 


Ein Angriff des Ferments ist also nicht festzustellen. Es werden nun- 
mehr zu der abgekiihlten Lésung 5cem n/10 Schwefelséure gesetzt und 
dadurch px auf 6,1 eingestellt. Die Lésung wird dann weiter bei 30° unter 
Toluol angesetzt und von Zeit zu Zeit auf Drehung untersucht 





Nach: 0 Min. 15 Min. 1 Std. 24 Std 2 Tagen 3 Tagen 16 Tagen 


a, (l 1) - 2,749 42,719 + 2,629 + 1449 + 1,10° + 0,799 + 0,589 


Schon nach etwa 2 Stunden zeigte das Ausbleiben der Salzsaure- 
reaktion, da®B die Pektolsiure verschwunden war. Es fand dann schnelle 
Zunahme der Reduktion und der roten Bleireaktion statt, parallel mit einem 
starken Drehungsabfall. Das vorher gelahmte Ferment hatte also bei 
giinstigem px eine kraftige Spaltwirkung gewonnen. px ging waihrend dieses 
Teiles des Versuchs in 1 Tage auf 5.6, in 3 Tagen auf 5.1 zuriick und blieb 
dann konstant. 


Versuch 17. 








Pektolsiure + Ferment aus Penicillium Ehrlichii bei pr 6.0 
2.0 g Pektolséure in 100 cem n/10 Natronlauge 100 cem H,O gelost 
mit 0,1 g Ferment E 16 und 2 cem Toluol bei 30° angesetzt. pH = 6,0°. 
Nach: 0 Min 5 Min. 10 Min. 20 Min. 40 Min. 70 Min 21/2 Std 
ay, (1 1) +2,80° + 2,709 +2639 +2529 +2329 +2139 + 1,959 
Nach 24 Std. 2 Tagen 4 Tagen 7 Tagen 2) Tagen 
a, (1 1) +41,27° + 096° + 0,69° + 0,66° + 0.62' 
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Der sehr schnelle und starke Drehungsabfall, der praktisch schon in 
3 bis 4Tagen sein Minimum erreicht, und die Tatsache, daB bereits in 
10 bis 20 Minuten nach Ansetzen des Versuchs mit Salzsiure Pektolsaure 
kaum mehr nachweisbar ist, zeigt den sehr betrdchtlichen Gehalt an Pektolase, 
den die aus Penicillium Ehrlichii hergestellten Fermentprdparate aufweisen. 
Im vorliegenden Versuch war po von anfangs 6,0 in 20 Minuten auf 5,8, 
in 24 Stunden auf 5,0 zuriickgegangen. 


Versuch 18. 
Pektolsaure + Fermentaus Penicillium Ehrlichii bei pr = 4,2, 


2,0 g Pektolsiure in 55cem n/10 Natronlauge mit H,O zu 200 cem 
gelést mit 0,1 g Ferment E 16 und 2 cem Toluol bei 30° angesetzt. pu = 4,2. 





Nach: 
a,, (l 1) | +2879 +2,799 +2759 +250° | +2,40° + 2,34° 


0 Min. 10 Min. 20 Min. 70 Min. 11/, Std 2 Std. 





Nach : 24 Std 2 Tagen 5 Tagen 8 Tagen 13 Tagen 


a, (l= 1) || + 1,329 + 1,05° + 0,90° + 0,87° + 0,87° 


pu nahm in 24 Stunden auf 3,8 ab und war zum SchluB 3,7. Die Spaltung 
ist etwas weniger giinstig als im Versuch 17 verlaufen, erreicht aber nw 
wenig héhere Enddrehungen. 
Versuch 19. 
Pektolsaure + Ferment aus Penicillium Ehrlichii bei pr = 5.4. 


2,0 g¢ Pektolsiure in 8cem n Natronlauge + 192 cem H,O gelést mit 
0,1 g Ferment E 31 und 2 cem Toluol bei 30° angesetzt. pa = 5,4. 











Nach: 8 Min. 9 Min. 10 Min. 11 Min. 16 Min 
a, (l = 1) +2639 | +2,61° +2609 +259 42570 

Nach: 21 Min. 31 Min. 41 Min. 1 Std. 4 Std. 
a, (l = 1) + 2,53° + 2,47° + 2,41° + 2,31° + 1,79° 

Nach: 6 Std. 24 Std. 3 Tagen 4 Tagen 5 Tagen 
a,(i’=1) | +1689 41,320 40,909  +0,82°  +0,82° 


Auch dieses Fermentpraparat erwies sich als reich an Pektolase. Nach 
1/, Stunde der Fermenteinwirkung gab die Lésung eine gelbe Bleireaktion, 
nach 5 Stunden war die Farbung orange, nach 24 Stunden deutlich ziegelrot 
geworden. Die Titration mit Hypojodit nach Willstdtter und Schudel' 
lieferte auf die Gesamtlésung bezogen folgende Werte: nach 24 Stunden 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 51, 780, 1918. 
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1,28g Galakturonsdure, C,H,O;, entsprechend 59,5°,, der Theorie, nach 
4 Tagen 1,69 9 Galakturonsdure, entsprechend 78,6°,, der Theorie. Bei der 
Titration war indes stets Geruch nach Jodoform bemerkbar. Verschiebung 
des pu: nach '/, Stunde auf 4,8, nach 3 Tagen auf 4,3, von da ab konstant. 


Versuch 20. 


Pektolsaure + gereinigtes Ferment aus Penicillium Ehrlichii 
bei pr 6,0. 


Zur Reinigung wurden 0,75 g des trockenen Fermentpulvers E 16 in 
50 cem H,O gelést und die triibe, gelblich-braunliche Lésung durch ein 
Barytfilter filtriert. Das klare Filtrat drehte «, = + 1,62° (/ 1), doh. 
(«Jy = + 108°. Es wurde mit 200 cem Alkohol versetzt, wobei sich eine 
milchige Emulsion bildete. Mit einigen ‘Tropfen verdiinnter Salzsaure 
schied sich daraus ein farbloser, flockiger Niederschlag ab, den man nach 
dem Absitzen abfiltrierte, gut mit Alkohol und Ather wusch und im Vakuum 
iiber H,SO, trocknete. Erhalten 0,45 g gereinigtes Ferment in Form eines 
farblosen Pulvers: 

2.0 g Pektolsiure in 100 cem n/10 NaOH + 100 cem H,O gelést mit 
0.1q des gereinigten Ferments E 16 und 2cem Toluol bei 30° angesetzt. 
pu = 6,0. 














Nach: 3 Min. 6 Min. 10 Min. 13 Min. 18 Min. 
e, @ = 1) + 282° + 280° + 2,76° + 2,72° 2.67° 
Nach: 23 Min. 33 Min. 43 Min. 33 Min. 
a, (l= 1) + 2,65° + 2.57° , +2,50° + 2.44° 
Nach: 1 Std. 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 5 Tagen 


a,(@i=1) | +287 | 41,200 | +1,00 | +0,81° | +0,80° 








Nach: 7 Tagen 12 Tagen 1 Monat 7 Monaten 


a, (l= 1) + 0,779 + 0,769 +0,75° | +0,63° py = 5,6 


Durch den Fallungsproze8 hat die Wirksamkeit des Ferments nicht 
zugenommen, sondern es ist eine merkbare Schadigung eingetreten, wie 
ein Vergleich mit dem frischen Ferment (Parallelversuch 17) zeigt. Die 
Fallbarkeit der Lésung mit Salzsaure hérte erst nach 1 Stunde der Ferment- 
einwirkung auf. 


Ve rsuch zz. 


Pektolactonsaiure + Ferment aus Penicillium Ehrlichii. 


2,0 g Pektolactonséure in 80cem n/10 NaOH + 120 cem H,O gelést 
mit 0,1 g Ferment E 16 und 2 cem Toluol bei 30° angesetzt. pa = 5,1. 
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Nach: 10 Min. 20 Min. 30 Min. 40 Min. 70 Min. 
a, (l= 1) 2,21° + 2,14° + 2.07° + 2,04° + 1,95° 

Nach: 2 Std. 24 Std 2 Tagen 3 Tagen 7 Tagen 
a), (/ 1) + 1,84° +. 1,389 + 0.908 + 0,86° + 0.820 

Nach: 15 Tagen 24 Tagen 5 Wochen 3 Monaten 7 Monaten 
a, (l= 1) + 0,80° + 0,77° + 0,78° + 0,75° 0,68° 


pu war nach 24 Stunden auf 4,6 abgesunken und blieb dann konstant 
Am Ende des Versuchs gab die Lésung eine stark ziegelrote Bleireaktion 
Die Pektolactonsaéure wird also durch das Ferment ganz ebenso wie durch 
die Pektolase der Takadiastase aufgespalten (vgl. Versuch 9). 


Versuch 22. 


Fermentative Darstellung von d-Galakturonsaure mittels der 
Pektolase aus Penicillium Ehrlichii. 

9,0g Pektolsiure waren mit 42cem n NaOH neutralisiert in etwa 1 Liter 
H,O in mehreren Portionen 3 bis 4 Wochen lang bei 30° mit 0,5 g Ferment 
E 16 aus Penicillium FEhrlichii behandelt worden. Die gesammelten k!a: 
filtrierten Lésungen wurden mit 40 cem n H,S O, versetzt im Vakuum bei 40)' 
auf 30 ccm eingeengt mit '/, Liter Alkohol vermischt, wobei eine milchige 
Emulsion und eine weiBe Fallung auftrat, von der nach kurzem Erhitzen 
auf dem Wasserbad und nachfolgendem langeren starken Abkiihlen de1 
Mischung klar abfiltriert werden konnte. Die gelbliche alkoholische Lésung 
(lL = 2, aj) = + 1,31°) ergab im Vakuum bei 30° und iiber CaCl, kon- 
zentriert einen hellbraunlichen Sirup, der beim Reiben schnell kristallisierte 
und itiber Nacht zu einer festen Kristallmasse erstarrte. Beim Verriihren 
mit 90° ig. Alkohol, Absaugen, Waschen mit Alkohol und Ather und 
Trocknen im Vakuum iiber H,SO, erhielt man daraus 3.15 q fast rein: 
a-d-Galakturonsdure, CgH,O; .H,O, als schneeweiBes, aschefreies Kristall- 
pulver. 

Die Substanz sinterte von 110° an, farbte sich zwischen 120 bis 140° 
stark rétlich, dann braunlich und schmolz unter starkem Schaumen bei 
151 bis 152°. Zufolge ihrer Titration neutralisierte 1g der Verbindung 
45,5 cem n/10 NaOH (berechnet 47,2). 

Die Bestimmung der spezifischen Drehung bestatigte den hohen Grad 
der Reinheit der d-Galakturonsaure. 

0,2548 g Substanz in 10 cem H,O gelést ergaben eine farblose Lésung. 


c = 2,55, | = 2. 


Anfangsdrehung nach 2 Minuten: «j,” = + 4,65°, [x]},” + 97, 2°. 
Enddrehung nach 24 Stunden: at? = + 2,60%, [a]? = + 51,0°. 


Auf die Aufarbeitung der Sirupe der Mutterlaugen wurde vorliutiz 
verzichtet. 
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VI. Versuche mit Schneckenferment. 


Zu diesen Versuchen diente ein nach den Angaben von P. Karrer' 
aus Helix pomatia? gesammelter Hepatopankreassaft. Er war urspriinglich 
fir die Zwecke des Studiums der Propektinase hergestellt worden, tiber die 
spater berichtet wird. Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde der 
Schneckensaft erst nach einjahriger Aufbewahrung unter Toluol verwendet, 
wobei sich zeigte, daB er noch recht gut wirksam war. 


Versuch 23. 
Schneckensaft fiir sich. 

Eine Lésung des Schneckensaftes von 0,5ccm in 20cem H,O ent- 
sprechend der Konzentration des folgenden Fermentversuchs drehte fiu 
| l, ap 0,06°. 

5ceem dieser Lésung verbrauchten nach Willstdtter-Schudel mit H ypojodit 
titriert 0,97 cem n/10 Jodlésung. leem der Lésung reduzierte kochend 
0,10 cem Fehlingsche Lésung. 








Pektolsaure + Schneckenferment. 
2,0 g Pektolsiure wurden in 8cem n NaOH + 192 cem H,O gelost. 
PH 5,8. Drehung der Lésung «,, + 1,249, 1 0.5. Es wurden der 
Lésung 5cem unverdiinnten Schneckensaftes zugesetzt und das Ganze 
mit 2 cem Toluol zunachst bei Zimmertemperatur stehengelassen. px 5,7. 
Nach: 2 Min. 3 Min. 4 Min. 5 Min. 10 Min. 
a, (l 0,5) + 1,19° + 1,18° + 1,20° + 1,20° + 1,29° 
Nach: 30 Min. 1 Std. 5 Std T'/_ Std 
a, (1 0,5) + 1,20° + 1,19° 1,13° +- 1,11° 


Nach 24 Stunden a, (J = 0,5) + 0,95°. pH = 5,2. 

Die Lésung wurde nunmehr geteilt. Die eine Halfte wurde bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen, die andere Halfte im Brutschrank bei 40° 
aufbewahrt. (Siehe folgende Tabelle.) 

In den beiden Versuchslésungen hatten sich allmaéhlich graue, lockere 
Flocken abgeschieden, von denen nach 14 Tagen abfiltriert wurde (trocken 
etwa 0,1 g). Das Filtrat gab die Spiegelsche Probe auf EiweiB nur in Spuren. 
Da beide Proben der Lésung gleiche Drehung usw. zeigten, wurde nur die bei 
Zimmertemperatur aufbewahrte weiter untersucht. 

5ccem der fermentierten Lésung verbrauchten mit Hypojodit titriert 
4.57cem n/10 Jodlésung. Davon der Eigenverbrauch des Ferments an 
Jodlésung abgezogen: 4,57 0,97 3,60 cem n/10 Jodlésung. 

Gef.: 1,40 q Galakturonsdure, entsprechend 65,1", der Theorie fiir die 
gesamten 200 ccm der Lésung. 


' Kolloidzeitschr. 52, 304, 1930. 

2 Fiir die freundliche Besorgung des Schneckenmaterials sage ich 
Herrn Kollegen Prof. Dr. Paul Buchner-Breslau auch an dieser Stelle 
besten Dank. 
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@ 7) (L=0,5) Bei Zimmertemperatur Bei 40° 
Nach 3 Mid... .. > + 0,96° + 0,95° 
5, OOM... ee + 0,94° + 0,84° 


mit Bleiessig farblose, 
steife Gallerte 


Nach 24Sitd. .... + 084° + 0,42° 
mit Bleiessig farblose, ziegelrote Bleireaktion 
steife Gallerte, auf Galakturonsaure, 

Gu = 52 PH 4,7 

Nach 2 Tagen... . ~ 0,709 + 0,30° 


mit Bleiessig halbsteife 
Gallerte, hei} schwache 
Rotfarbung 


Nach 3Tagen .... + 0,55° + 0,259 
Pu 4,7 PH 4,5 

Nach 14 Tagen... + 0,24° + (),23° 
Pu 4.5 Pu 4.5 


In beiden Proben sehr deutliche ziegelrote Bleireaktion auf Galak 
turonséure. 


0,5 eem der fermentierten Lésung reduzieren kochend 1,00 cem Fehling 
sche Lésung. Davon 0,05 cem fiir Eigenreduktion des Ferments abgezogen 
ergibt 1,00 0,05 = 0,95cem Fehlingsche Lésung. Fir die gesamte 
Lésung (200 cem) berechnet sich danach scheinbar: 


der Theorie. 


Wenn es sich hier auch nur um Annaherungswerte handeln kann, so 
geht aus diesen Zahlen, ebenso wie aus der starken Abnahme der Drehung 
und dem‘Auftreten der roten Bleireaktion, deutlich hervor, daB im Schnecken- 
saft eine Pektolase vorhanden ist, die Pektolsdure weitgehend in Galakturon- 
sdure aufspaltet und die anscheinend recht bestandig ist. 


Gef.: 1,77 g Galakturonsdure, d.h. 82,3°, 


‘Bei der Ausfiihrung einiger Versuche dieser Arbeit haben mich Frl. /da 
Bender und Frl. Dr. Renate Guttmann sowie Herr Dr. A. Kosmahly eifrig 
unterstiitzt, wofiir ich ihnen bestens danke. Der Notgemeinschaft Deutscher 
Wissenschaft bin ich fiir die Gewahrung von Mitteln zur Durchfiihrung de 
Untersuchungen zu groBem Danke verpflichtet. 
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Die Wirkung des Follikelhormons auf Pflanzen. 


Il. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 des kristallinischen 6-Follikelhormons. 


Von 
Walter Schoeller und Hans Goebel. 


(Aus dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung! konnten wir zeigen, daB gereinigte 
Lipoide aus dem Harn gravider Warmbliiter, welche unter anderen 
biologisch wertvollen Bestandteilen das Follikelhormon | enthalten, 
die Fahigkeit haben, die Bliitenanlage von Pflanzen zur beschleunigten 
Entwicklung zu bringen. Wir konnten diesen Effekt am Beispiel der 
Hyazinthen. der Kiichenzwiebel sowie am Mais darlegen. 

Es entstand nun die Frage, welcher Bestandteil dieses Hormon- 
gemisches aus dem Warmbliiterharn der Trager der Wirkung sei. Es lag 
nahe, fiir diesen bemerkenswerten Effekt der schnelleren Entwicklung 
des Geschlechtsapparates der Pflanzen das Follikelhormon verantwort- 
lich zu machen. Wir haben deshalb in der vorliegenden Arbeit das 
kristallinische Follikelhormon C,,H,,.0, vom Fp. 256,5 bis 257°, 
Drehung x, + 165 bis 166° und einer Wirksamkeit von 1,5 Millionen ME. 
pro 1g, welches Butenandt als $-Follikelhormon bezeichnet?, zur Ent- 
scheidung dieser Frage herangezogen. 

Wir wahlten fiir diese Versuche die Calla (Calla aethiopica) und 
fiihrten ihr unter den Bedingungen unserer ersten Mitteilung 300 ME. 
kristallinisches Follikelhormon pro Woche zu. Der Erfolg war iiberaus 
klar. Die behandelten Pflanzen bliihten unter der Einwirkung des 
kristallinischen Follikelhormons schnell auf, wahrend die Kontrollen 
erst nach Wochen zur Bliite kamen. 


! Diese Zeitschr. 240, 1, 1931. 
? Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 4, 138. 
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Als wir die Hormonbehandlung nach dem ersten Abbliihen fort- 
setzten, gelang es uns, die Entwicklung einer zweiten Bliite bei simt- 
lichen im Versuch befindlichen Pflanzen zu erzielen, wahrend keine 
der Kontrollpflanzen bei uns ein zweites Mal gebliiht hat. Wir glauben, 
auf Grund dieser Versuche annehmen zu diirfen, daB es das Follikel- 
hormon selbst ist, welches auch in den Versuchsreihen unserer ersten 
Mitteilung die schnellere Entwicklung der Bliiten veranlaBt hat. Wir 
werden die Versuche an anderen geeigneten Pflanzen wiederholen. 
Sollte sich erneut eine Bestatigung unserer bisherigen Befunde ergeben, 
so diirfte der SchluB naheliegen, daB auch der Vorgang des normalen 
Bliihens von diesem Hormon geleistet wird: den definitiven Beweis 
kénnte aber nach unserer Auffassung wohl nur eine weitere Forschung 
uber die Erfassung der Tokokinine bringen' durch Isolierung dieser 
hormonartigen Stoffe aus Bliitenmaterial und chemischer Identifizierung 
mit dem Follikelhormon des Warmbliiters. Es ware ferner noch die 
Frage zu beantworten, an welcher Stelle im pflanzlichen Organismus 
dieses Bliihhormon gebildet wird und ob die betreffenden Zellen zu 
seiner Darstellung der Mitwirkung eines iibergeordneten Hormons 
bedirfen, wie dies in Form des gonadotropen Hypophysenvorder- 
lappenhormons im Warmbliiterorganismus der Fall ist. 

Diese Befunde scheinen uns wichtig in bezug auf wertvolle Beob- 
achtungen, welche Went und Kégl nach der schénen Methode des 
Ersteren an der dekapitierten Avena-Coleoptile in bezug auf das zell- 
streckende Hormon der Pflanzen gemacht und mitgeteilt haben?. 
Dieser von Kégl ,,Auxin’* genannte Pflanzenwirkstoff ist, wie Went 
zeigen konnte, fiir den Phototropismus und Geotropismus der Pflanzen 
verantwortlich. Auxin wird nicht nurjin der Coleoptile unserer Cerealien 
gebildet, sondern kommt auch zu noch unbekanntem Zweck im Warm- 
bliiterorganismus vor und wird im Harn ausgeschieden, besonders bei 
der Graviditét. Auch in unseren technischen Follikelhormonzuberei- 
tungen (Progynon-Ampullen des Handels) ist dieses ,,Phytohormon’, 
wie Kdégl es nennt, enthalten. Es entstand daher die weitere Frage, 
wieweit diese beiden Pflanzenhormone in ihrer Wirkung sich abgrenzen 
lassen. 

Wir haben zu diesem Zweck Herrn Professor Noack, Dahlem, 
kristallinisches Follikelhormon, wie wir es zu unseren Bliihversuchen 
benutzt hatten, zur Verfiigung gestellt und ihn gebeten, es nach der 
Wentschen Methode an der Avena-Coleoptile zu priifen. Er hatte dic 
Freundlichkeit, uns mitzuteilen, daB mit dem von uns benutzten 
kristallinischen $-Follikelhormon jene von Went und Kégl am Auxin 


Diese Zeitschr. 240, 1, 1931. 
2 Proceedings 34, Nr. 10, 1931. 
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beobachtete coleoptilkriimmende Wirkung nicht zukommt, wahrend 
die technischen Progynonlésungen des Handels jenen Effekt zeigen, 
wofiir wir ihm auch an dieser Stelle unseren besten Dank sagen. 

Wir miissen daraus in Ubereinstimmung mit Kégl den SchlubB 
ziehen, daB unsere technischen Progynonzubereitungen auxinhaltig 
sind, da aber dem reinen Follikelhormon, wie auch Aégl unter Ver- 
wendung von Theelin zeigen konnte, eine phototrope oder geotrope 
Wirkung nicht zukommt. Wir nehmen an, dab Aégl, dem inzwischen 
die Darstellung des kristallinischen Auxins gelungen ist, mit diesem 
Material die Frage kliren wird, ob dem Auxin, besonders in seiner 
Lactonform C,,H3)04, ein EinfluB auf das Blihen der Pflanzen zu- 
kommt. 

Der von Kégl vorgeschlagene Begriff der Phytohormone erscheint 
uns sehr passend fiir Stoffe mit hormonartiger Wirkung, welche nur 
in der Pflanze vorkommen und wirken, doch kennen wir derartige 
Substanzen bisher noch nicht. Sobald aber, wie es beim Follikelhormon 
und Auxin der Fall ist, diese Wirkstoffe sowohl im Tier- als auch im 
Pflanzenreich vorkommen und wirken, erscheint uns diese Trennung 
in Phyto- und Zoohormone nicht glicklich. 


Experimenteller Teil. 
1. Die Einwirkung von kristallinischem p-Follikelhormon auf Calla. 


Am 4. November 1931 wurden sechs trockene Callaknollen in Topte 
gesetzt, deren Bodenlécher stark erweitert waren. Die Unterseite der 
Knollen ruhte auf dem Boden des Topfes, sonst waren sie mit Erde bedeckt, 
die zu zwei Drittel aus sandigem Lehm. zu ein Drittel aus Torf bestand. 
Die so vorbereiteten Tépfe wurden auf Glaser gesetzt, die halb mit Waser 
gefiillt waren. Die T6pfe wurden regelmaBig von oben begossen und dauernd 
feucht gehalten. Am 4. Dezember 1931 hatten sich die sechs Knollen 
bewurzelt. Die Wurzeln traten bei einigen bereits wenig aus dem unteren 
Loche des Topfes heraus. Ein solcher Topf wurde dann auf einen Stutzen 
gesetzt, der mit der iiblichen Nahrlésung., aber in halber Konzentration', 
soweit gefiillt war, daB der Topt von der Losung nicht beriihrt wurde, wohl 
aber die Wurzeln voll eintauchten. 

Da die Wurzelbildung unserer Pflanzen zwar durchgiangig sehr be- 
friedigend war, aber nicht gleichzeitig einsetzte, haben wir unsere sechs 
Pflanzen in Paare mdglichst gleichen Entwicklungsgrades eingeteilt und 
nacheinander paarweise in den Versuch der Progynoneinwirkung genommen, 
indem je eine Pflanze behandelt wurde, die andere als Kontrolle diente. 
Die Versuchspflanze des ersten Paares erhielt dementsprechend am 4.De- 
zember 1931, die des zweiten am 10. Dezember 1931, sowie die des dritten 
am 17. Dezember 1931 je 300 Einh. kristallinisches $-Follikelhormon in 
Form einer wiisserigen Lésung. Alle 8 Tage wurde das gleiche Quantum 
kristallinisches Follikelhormon nachgegeben. wihrend die Nahrlésung fiir 
alle Pflanzen in l4tagigem Abstand erneuert wurde. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 240, 1, 1931. 
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Abb. | und 2 zeigen den Stand des Versuchs fiir das erste Callapaar 
am 10. und 26. Januar 1931. Es ist auf den Aufnahmen deutlich zu sehen, 
wie die mit kristallinischem Follikelhormon behandelte Pflanze ihre Knospe 
entwickelt und zur Bliite bringt. bevor die gleichentwickelte Kontroll- 
pilanze eine Knospe erscheinen abt. 

Abb. 3 und 4 zeigen den gleichen etwa 8 Tage spiiter angeset zten Versuch, 
Hier sieht man bei der Kontrolle auf Abb. 4 den Austritt det Knospe aus 
der Blattscheide, wahrend die Versuchspflanze in vollster Bliite steht. 

Abb. 5 und 6 zeigen den Zustand des dritten Paares, welches 14 Tage 
spater angesetzt wurde, an den gleichen Tagen. NaturgemaB ist hier die 
Entwicklung noch nicht weit genug vorgeschritten, doch auch hier auf Abb. 6 
ist die behandelte Calla soweit, wie die 8 Tage vorher angesetzte Kontrolle 
des Versuchs 2. 


Progynon 
wochenNich kontrole 
26122 








Abb. 6. 


Die hormonbehandelten Callapflanzen erhielten je etwa limg kristallini 
sches /-Follikelhormon, verteilt auf 6 Wochen. Wir nehmen in Analogie zu 
unseren’ Hyanzinthenversuchen an, da®B nur ein Teil des Hormons zur 
Resorption gelangte. Diesbeziigliche genaue Messungen werden wir in einer 
spaiteren Mitteilung bekanntgeben. 

Am 26. Januar 1932 haben wir mit der Zufuhr von kristallinischem 
Follikelhormon aufgehért und unseren behandelten Pflanzen bis Ende 
Februar Ruhe gegénnt. Dann haben wir unter den gleichen Versuchs 
bedingungen am 29. Februar 1932 den Versuch von neuem begonnen. Die 
behandelten Pflanzen haben im Laufe des Aprils zum zweiten Male gebliiht, 
wahrend die Kontrollen nur einmal Knospen entwickeln und bliihen konnten. 


2. Die Einwirkung des te chnische n” Progynons aut Maiglickche ” in NSeesand, 


In Erginzung unserer Versuche der ersten Mitteilung iiber die Steigerung 
des Blitheffektes an Pflanzen mit technischem Progynon haben wir die 
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Frage zu entscheiden gesucht, wieweit im Boden befindliche Pflanzen dei 
gleichen Effekt zeigen kOnnen, wenn das Hormon der Méglichkeit ausgesetz 
ist, durch Adsorption im Boden festgehalten zu werden. 

Wir wahlten als Versuchspflanzen gut entwickelte Maighéckchenkeim 
und als festes Medium zunachst gut ausgewaschenen Seesana. Wir ordneter 
den Versuch so an, daB je drei Keime sich in einem Blumentopt befander 
und haben 24 Pflanzen als Kontrollen genommen und die gleiche Anzal 
behandelt. 

Am 7. Januar 1932 wurden die Pflanzen eingesetzt. Die erste Woch: 
hindurch wurden alle Pflanzen nur gleichmaBig feucht gehalten. Ay 
I4. Januar 1932 bekamen simtliche Pflanzen pro Topf eime Gabe vor 
20 cem einer Nahrlésung, bestehend aus einer 1° ,,igen Losung folgwende: 
(remiusches: 

boo g (rlucose 
100) g@ Fructose 


20,2 g sekundiéres Calciumphosphat 


20.2 ¢ Kaliumnitrat 
20.2 ¢ Kaliumehlorid 
0.2 ¢ Magnesiumsulfat 


Am 7. Februar 1932 wurden alle Té6pfe wiederum mit 20 cem obiger 
Nahrlésung versehen und bis zum 15. Februar die im Versuch betindlichen 


Pflanzen wie bisher mit Progynon behandelt. 


Kontro/le 
15. 2. 32. 





Abb. 7. 


Abb. 7 zeigt den Stand des Versuchs am 15. Februar 1932. Es ist 
deutlich zu sehen, wie die unter der Einwirkung des technischen Follikel 
hormons stehenden Pflanzen sich bereits in voller Bliite befinden 
Ob an diesem Effekt das im technischen Produkt gleichzeitig mit 
enthaltene Auxin auch einen Anteil hat, laBt sich wiederum nur durch 
Wiederholung des Versuchs mit kristallinischem Follikelhormon ent- 
scheiden, woriiber wir im nachsten Jahre zu berichten gedenken. 

Ferner werden wir im kommenden Herbst unsere Versuche aut 
die Isomeren und Begleitstoffe des Follikelhormons sowie auch auf. 


das mannliche Keimdriisenhormon ausdehnen. 
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Uber das Acetylearnitin. 


Von 
R. Krimberg und W. Wittandt. 


Aus dem Physiclogischen Institut der Universitat Riga. 


( Bing qandqen ame 1%. June 19 52. } 


Das von W. Gulewitsch und R. Krimberg' entdeckte Carnitin ist 
von mehreren Autoren chemisch untersucht worden. Auf Grund seiner 
Arbeiten tiber die Konstitution dieser Base hat Krimberg? dieselbe als 
ein y-Trimethyl-oxybutyrobetain erkannt, und weil nimlich eine 
8-oxvdierte Kohlenstoffkette der n- Buttersiéiure im tiertschen Organismus 
haufig aufgefunden wird, dem Carnitin die Formel eines y- Trimethyl- 
§-oxvbutvrobetains zugeschrieben : 

0 Co 

(CTL). N 

CH,.CH.O8.CH 
R. Engeland® teilte nun aber mit, er habe aus dem Carnitin durch 
Oxydation mit Calciumpermanganat nicht. wie nach der obigen Forme! 
zu erwarten) ware, das gewoOhnliche Trimethvlamino-acetobetain, 
sondern das B-Homobetain erhalten, und erklarte auf Grund dessen 
das Carnitin fiir ein z-Oxy-y-butyrobetain. Emil Fischer und Goddertz* 
stellten bald darauf synthetisch einen Korper von der letztgenannten 
Struktur dar und sprachen dabei die Vermutung aus, dal} derselbe mit 
dem razemischen Carnitin identisch sein dirfte. Der diesbeziigliche 
von Engeland® ausgefiihrte Identifizierungsversuch fiel jedoch negativ 
aus. Als unrichtig hat sich spater auch eine andere von Engeland® 
vermutete Strukturformel des Carnitins erwiesen, nachdem MM. Tomita 
und Y. Se ndjué durch Synthese die Richtigkeit der zuerst von Arimberg 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 326, 1905. 

® Ebendaselbst 49, 89, 1906; 53, 516, 1907; Ber. 42. 3878, 1909. 
Ber. 42, 2457, 1909. 

Ebendaselbst 43, 3279. LOLO. 

> Ebendaselbst 54, 2208, 1921. 

6 l.c. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 263, 1927. 
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aufgestellten Formel bewiesen haben. Hinzu kommt noch, dab vor 
kurzem W. Lintzel und S. Fomin' durch Oxydation des razemischer 
y-Trimethyl-f-oxybutyrobetains, welches bei der ersch6pfenden Me 
thylierung der razemischen y-Amino-f-oxybuttersaiure mit Jodmethy! 
nach Tomita® dargestellt worden war, mittels Kaliumpermanganat 
in saurer L6sung das Betain erhalten haben; wir kénnen diesen Befund 
bestatigen. Indem wir das natiirliche aus dem Fleischextrakt gewonnent 
Carnitin mit Kaliumpermanganat in saurer Losung oxydierten, erhielten 
wir ebenfalls das Betain. Dasselbe wurde als Chloraurat durch Be 

stimmung des Goldes identifiziert. F. 231° (korr.). 

0.1458 g Substanz gaben 0.0628 ¢ Au. 
C,;H»NO,Cl,Au. Gef.: 43,079, Au. 
Ber.: 43,14%, Anu. 


Betain erhielten wir auch bei der Oxydation des Acetylearnitins mit 
Bariumpermanganat, wortiber am SchluB dieser Arbeit berichtet wird 

Kine kurze Erwahnung des Acetylcarnitins findet sich bei Engeland*, 
welcher dasselbe durch 2! ,stiindiges Erhitzen des Carnitinchlorids 
mit Acetylehlorid am RiickfluBkiihler erhalten und als Platindoppelsalz 
vom Schmelzpunkt 199° analysiert hat. Cher naihere Angaben zur 
Kenntnis des Acetylearnitins verfiigen wir jedoch zurzeit nicht, obwolh! 
es a priori nicht von der Hand zu weisen ist, dafS diese Verbindung 
gleich dem Acetylcholin sich auch im Organismus bilden und eine gewisse 
Rolle darin spielen kénnte. Dies um so mehr, als der Acetylicrungs 
prozeB des Carnitins sogar in vitro sehr leicht vonstatten geht, so dab 
die praktisch besten Ausbeuten gerade bei niedrigeren Temperaturen 
bzw. bei Zimmertemperatur erhalten werden. Indem wir eine bequeme 
und mdéglichst ergiebige Darstellungsmethode des Acetylearnitins aus- 
findig zu machen suchten, variierten wir die Acetylierungsbedingungen 
mehrfach. Als Ausgangsmaterial diente uns in allen Versuchen eine aus 
Liebigs Fleischextrakt gewonnene analysenreine Sublimatverbindung 
des Carnitins: C;H,,;NO, .2 HgCl,. 

Diese Verbindung wurde stets mit Schwefelwasserstoff zerlegt 
das Filtrat mit Soda neutralisiert und unter vermindertem Druck bis 
zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit absolutem Alkoho! 
extrahiert, die alkoholische Fliissigkeit ebenso eingedampft, und der 
trockene Riickstand des Carnitinchlorids mit Acetylchlorid im Cberschuls 
behandelt. Zuerst wurden mehrere Acetylierungsversuche unter An 
wendung héherer Temperaturen ausgefiihrt. Das Reaktionsgemisch 
wurde z. B. nach Engelands Angabe 2 bis 3 Stunden am _ Riickflub 


' Diese Zeitschr. 238, 438, 1931. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 253, 1923. 
* Ber. 42, 2460, 1909, 
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<iihler zum: schwachen Sieden erhitzt, einige Male auch in Druckflaschen 
ind zugeschmolzenen Réhren im Wasserbad ebenso lange erwarmt. 
Ks stellte sich jedoch heraus, da} bei starkerem Erwairmen das Re- 
iktionsgemisch sich mehr oder weniger intensiv farbt, daB es dabei 
schwerfallt, ein ganz farbloses Praparat des Acetylcarnitins zu erhalten, 
ind daB infolgedessen die Ausbeuten an reiner Substanz ziemlich gering 
sind. Als ein sehr einfaches und gutes Verfahren zur Darstellung des 
\cetylearnitins erwies sich das folgende. 

Zu dem aus 15g der Carnitinquecksilberchloridverbindung ge- 
wonnenen Carnitinchlorid werden in einem Acetylierungskélbchen, 
dessen RiickfluBkiihler mit einem Chlorealciumrohr verschlossen ist, 
20g Acetylchlorid hinzugefiigt. Das Kolbchen wird nun auf etwa 
2 Tage bei Zimmertemperatur unter eventuellem leichtem Umschiitteln 
stehengelassen. Wahrend dieser Zeit scheidet sich eine ziemlich grobe 
Menge feiner und gréberer farbloser Kristalle des Acetylearnitinchlorids 
aus: die dariiberstehende Fliissigkeit aber erscheint als nur sehr schwach 
gelb gefarbt. Das Ganze wird in ein flaches GefaB tibergefiihrt und in 
einem mit Natronkalk beschickten Vakuumexsikkator vom iiber- 
schiissigen Acetylchlorid befreit. Der aus Acetylcearnitinchlorid  be- 
stehende Riickstand wird schlieBlich aus absolutem Alkohol umkristalli- 
siert. Die Ausbeute betragt etwa 4 g (gleich tiber 70°, der berechneten 
Menge). 

0.2806 ¢ Substanz geben 0.1679 ¢ AgCl. 

C,H,,NO,Cl. Gef.: 14,80°%, Cl. 
(239.61) Ber.: 14,.80°, Cl. 

Acetylearnitinchlorid, CyH,.NO,Cl, aus absolutem Alkohol um- 
kristallisiert, bildet farblose, grébere und feinere Kristallschollen, sehr 
leicht léslich in Wasser, weniger leicht in Alkohol, unléslich in Ather. 
Die wiasserige Lésung reagiert stark sauer auf Lackmus: sogar roves 
Kongopapier wird sehr schwach blau gefarbt. Dieses Salz ist luft- 
bestandig (zum Unterschied vom Carnitinchlorid) und zur Gewinnung 
des Acetylearnitins am besten geeignet. Bei langsamem Erhitzen 
(um etwa 2° in | Minute) in einem bis 150° vorgewairmten Apparat 
schmolz die Substanz bei 181° (korr.) unter Zersetzung zu einer gelben 
Fliissigkeit. 

0.9402 ¢ Substanz wurden in Wasser gelést, die Lésung in einem 
graduierten Kélbchen genau bis 10 cem aufgefiillt und in einem LO0O-mim-Rohr 


polarisiert, ergab x 2,53°, woraus [x]j,’ 26,91° berechnet wird. 


Acetylearnitin-chloraurat, CgH,.NO,Cl, Au, wurde durch Ausfallen 
einer wasserigen Losung des Chlorids mit 10° iger Goldchlorwasserstoff- 
siure erhalten. Beim Umkristallisieren aus heiBem Wasser fiel das 
Doppelsalz zuerst in Olform aus, wurde aber nach dem Erkalten der 
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Losung sehr bald kristallinisch. Die Substanz ist ziemlich schwe 
léslich in Wasser, sehr leicht léslich in Alkohol, unléslich in Athet 
F. 1289. 

0.2908 ¢ Substanz geben 0.1059 ¢ Au. 

Gef.: 36,41°,, Au. 
Ber.: 36,30°,, Au. 

Acetylearnitinchloroplatinat, (CygH,.NO,C),PtCh, wurde dure} 
Hinzufiigung 20°, iger alkoholischer Platinchlorwasserstoffsiure zur 
alkoholischen Lésung des Acetylearnitinchlorids erhalten. Bildet, aus 
Wasser umkristallisiert, grébere orangefarbene Kristallaggregate: aus 
verdiinntem Alkohol feine, viel hellere durchsichtige Plattchen. Ziemlich 
leicht léslich in Wasser, sehr schwer léslich in Alkohol, url6éslich in 
Ather. F. 187°. 

0.1072 ¢ Substanz geben 0.0255 g Pt. 

Gel.: 23,70 7, Ft. 
Ber.: 23.91%, Pt. 

Acetylearnitin, C,H, (COCH,)NO,, wurde aus dem Chlorhydrat 
durch Behandlung mit frischgefalltem Silberoxyd befreit. Das Filtrat 
wurde mittels Schwefelwasserstoff entsilbert, unter vermindertem 
Druck bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand durch dreimaliges 
Abdampfen seiner absolutalkoholischen Lésung entwiissert. Die letzt: 
Lésung in absolutem Alkohol wurde schlieBlich mit absolutem Ather 
iiberschichtet und im geschlossenen GefaB in der Kalte stehengelassen 
Der entstandene weiBe Niederschlag wurde allmahlich kristallinisch 
Die Substanz wurde auf ebensoleche Weise umkristallisiert. Sie ist 
sehr leicht léslich in Wasser und in Alkohol, unléslich in Ather; die 
wisserige Lésung reagiert neutral auf Lackmus und schmeckt salzig. 
Sie ist sehr hygroskopisch und zerflieBt beim Stehen an der Luft. Zer- 
rieben und iiber Phosphorsiureanhydrid im Vakuumexsikkator ge 
trocknet schmolz die Substanz bei 145° (unter starker Zersetzung). 
0.5993 ¢ Substanz wirdeniin Wasser gelést, die L6sung in einem gradu- 
ierten Kélbchen bis genau 10 cem aufgefiillt und in einem LOO-mm-Rolhi 
polarisiert ergab x 117°, woraus sich [x]}, 19,52°  be- 
rechnen laBt. 

0.2389 9 Substanz geben !5.0 cem Stickstoft (bei 15.8° und 753.2 mm). 

Gef.: 7,22%, N. 


ser.: 690° N. 


0 


Das Carnitin bzw. sein ‘ blovid liefert bekanntlich zwei Verbindunge! 
mit Sublimat, von denen diejenige der freien Base mit 2 Mol. Sublimat 
die am meisten charakterisierte ist; die andere Verbindung, C;11,,;N0 
»-HC). 6HgCl, ist viel mehr in Wasser léslich und kristallisiert nur schwer. 
Es wurden Versuche angestellt, um zu erfahren, ob nicht das Acet ylearniti 
bzw. sein Chlorid ebenfalls ahnliche Verbindungen mit Sublimat eingeht 
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a) Eine alkoholische Lésung des aus 6g Carnitinsublimat erhaltenen Acet y1- 
carnitinchlorids wurde mit alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Der 
Niederschlag erschien als Ol, welches auch wahrend langerer Zeit nicht 
zur Kristallisation zu bringen war. b) Die alkoholische Lésung des aus 2,1 g 
Chlorid durch Behandlung mit Silberhydroxyd erhaltenen Acetylearnitins 
wurde mit alkoholischer Sublimatlésung ausgefallt. Der anfangs weiche 
Niederschlag wurde beim Stehen unter der Mutterlauge kristallinisch. 
Abfiltriert, zerrieben und mit Alkohol gewaschen erweichte er jedoch beim 
Stehen an der Luft wieder. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus heibem 
Kisessig erschien die Substanz als weiBes Pulver; nach Zerreiben wurde sie 
im Vakuumexsikkator iiber Natronkalk aufbewahrt. F. 145 bis 147°. 


1. 0,2430 g Substanz geben 0,1657g HgS, gef.: 58,78°, Hg 
0,2430 g is » 0,2235g AgCl, ,, 22,75% Cl 
2. 0.2516 ¢g - » 09,1717 g HgS, » 58,83°% Hg 
0,2516 g ra » 0,2336¢ AgCl, ,, 22,97% Cl 
3. 0,2035 g o »  0,2729g¢ AgCl, » 22,14% Cl 


Fir Acetylearnitin + 2 HgCly, ber.: 53,77°%) Hg, 19,01 °, Cl, 
w A +3HgCl, .. 59,13°%, Hg, 20.90% Cl, 
me ‘i +4HgCl. ., 62.24%, Hg, 22.00% C1. 

Diese Analysen zeigen also, daB die erhaltene Substanz durch keine 
der von uns vermuteten Formeln fiir dieselbe ausgedriickt werden kann. 
Wir sind vorlaufig geneigt, daran zu denken, daB sie nicht einheitlich ist, 
sondern ein Gemisch von verschiedenen K6érpern darstellt. 

SchlieBlich haben wir auch noch einen Oxydationsversuch des 
Acetylcarnitins mit Bariumpermanganat ausgefiihrt, wobei, wie schon 
anfangs erwihnt, das Acetobetain erhalten wurde. 

0,5 g Acetylearnitinchlorid wurden mit frisch gefalltem Silberhydroxyd 
vom Chlor befreit, das Filtrat mit 75 cem 5°, iger Schwefelséure und 100 cem 
n/2 Bariumpermanganat versetzt und wihrend 7 Stunden iiber kochendem 
Wasserbad bis zur Entfarbung des Permanganats gehalten. Wahrend des 
Erhitzens war starker Geruch von Essigséure bemerkbar, augenscheinlich 
wegen der eintretenden Verseifung des Acet ylcarnitins. Vom ausgeschiedenen 
Manganhydroxyd wurde abfiltriert, das Filtrat mit 15g Bariumcarbonat 
versetzt und aufgekocht. Das neue Filtrat wurde stark eingeengt, mit 
Salzsiure angesdéuert und mit 10°, iger Goldchlorwassersto/fsiure ausgefallt. 
Der Niederschlag wurde aus mit Salzsiure schwach angesiuertem Wasser 
umkristallisiert, wonach 0,2 g eines in glinzenden Blattchen kristallisierenden 
Chloraurats resultierten; aus den Mutterlaugen wurde noch 0,1 g der Sub- 
stanz erhalten. Zerrieben und getrocknet zeigte sie F. 233° unter starker 
Zersetzung. 


0,2014 g Substanz geben 0,0868 g Au. 
Fir Betainchloraurat gef.: 43,10°, Au, ber.: 43,14°,, Au. 


Zusammenfassung. 


1. Das aus dem Fleischextrakt gewonnene linksdrehende Carnitin 
liefert bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat in saurer Lésung 
gleich dem synthetisch dargestellten inaktiven y-Trimethyl-f-oxy- 
butyrobetain das gewéhnliche Acetobetain. Auch das Acetylearnitin 


15* 
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liefert dasselbe Produkt bei der Oxydation mit Bariumpermanganat 
(ebenfalls in saurer Lésung). Somit ist die zuerst von Krimberg ver- 
mutete f-Stellung der Oxygruppe im Carnitinmolekiil sichergestellt 
Nimmt man dazu noch in Betracht, daB das von Tomita und Sendju 
synthetisch erhaltene 1, y-Trimethylamino-f-oxybutyrobetain sich in 
allen Kigenschaften als mit dem Carnitin identisch erwiesen hat, so 
muB endlich die zuerst von Krimberg (1907) aufgestellte Strukturforme! 
des Carnitins als sicher betrachtet werden. 

2. Das Acetylearnitin wird am bequemsten als Chlorhydrat durch 
Acetylierung des Carnitinchlorids dargestellt. Die besten Ausbeuten 
an reinem Acetylat (iiber 70°, der Theorie) erzielt man jedoch dadurch, 
daB man die Acetylierung bei niedrigeren Temperaturen bzw. bei 
Zimmertemperatur ausfiihrt. 

3. Das Acetylearnitinchlorid kristallisiert gut (aus absolutem 
Alkohol) und ist luftbestandig; seine wisserige Lésung reagiert stark 
sauer. Aus ihm wurden dargestellt die Gold- und Platindoppelsalze so- 
wie das freie Acetylearnitin. Das letztere zerflieBt leicht an der Luft; 
seine wisserige Lésung reagiert neutral. 

4. Das freie Acetylcearnitin liefert (in Alkohol) einen Niederschlag 
mit Quecksilberchlorid, der, obwohl kristallisierbar (aus  Eisessig), 
jedoch beim Stehen an der Luft allmahlich wieder erweicht. Allem 
Anschein nach liegt hier (zum Unterschied vom Carnitin) keine ein- 
heitliche Substanz vor. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von FE. A. Wladimirowa und E. EF. Martinson (diese 
Zeitschr. 247, 153, 1932) mul} es auf 8. 159 im dritten Abschnitt heiBen: 


,,Die Verminderung der Phosphormenge im Harn ist lingst durch 
eine Reihe von Autoren festgestellt‘* (statt: im Blute). 
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Alkalibestimmung durch Elektrodialyse. 


Von 
Carl Olof Oldfeldt. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der umfangreichen Literatur, die tiber die Elektrodialyse und 
ihre praktische Anwendung sich angesammelt hat, gibt es nur wenige 
Arbeiten, in welchen die ausdialysierten Ionen quantitativ bestimmt 
wurden. In der groBen Mehrzahl der Fille wurden die Theorien der 
Elektrodialyse zur Konstruktion von Apparaten und zur Ausarbeitung 
von Membrankombinationen fiir die schonendste und rascheste Dialyse 
kolloider Lésungen (meistens Blutserum) praktisch ausgenutzt. Das 
Interesse konzentrierte sich auf die ,,Zwischenkammer‘’ (man _ ver- 
wendete im allgemeinen Dreizellenapparate). 


Im Jahre 1926 dialysierten A. Bernhard und J.J. Bearer (10) Blut- 
serum und bestimmten im Dialysat K, Na, Mg und Ca quantitativ. Sie 
arbeiteten mit 10 ccm Serum, mit einer Dialysezeit von 20 bis 40 Stunden, 
ohne Wechsel der AuBenfliissigkeiten und mit Kollodiurmembranen. 
Sie fanden, daB K und Na yollstandig dialysabel waren und zur Kathode 
gingen, sowie Cl zur Anode. Ca und Mg wanderten zu beiden Polen, blieben 
aber zum gr6éBeren Teil in der Zwischenfliissigkeit. Im Jahre 1927 be- 
stimmten J. L. Stoddard (11) Na und K in veraschter Substanz nach 
Entfernung von Mg und Ca durch Elektrolyse mit Hg-Elektroden (also 
nicht Elektrodialyse). Es bildete sich Amalgam, das sich beim Kochen 
mit HCl zersetzte, worauf der Saureiiberschu8 mit Lauge titriert wurde. 

Im Jahre 1929 verwendeten Belak und v. Alféldi (12) dasselbe Prinzip 
zur Bestimmung des Totalalkalis. Hier handelte es sich gleichfalls um 
veraschte Substanz. Im Gegensatz zu Stoddard entfernten aber diese 
Verfasser nicht Ca und Mg. Déhré (6) spricht in seiner Zusammenstellung 
in der Kolloidzeitschr. 41, 1927 iiber einen von ihm angewendeten Drei- 
zellenapparat, in dem das Dialysat gesammelt wurde. Ob er mit diesem 
Apparat Untersuchungen vornahm, ist nicht gesagt. Bradfield (9) teilte 
in den Naturwissenschaften 1928 mit, daB er Lauge und Séure in der 
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Kathoden- und Anodenfliissigkeit titrierte. Er beabsichtigte dabei, ihr: 
relative Dialysegeschwindigkeit zu bestimmen. Quantitative Bestimmung 
des Alkali- oder Sauregehalts in der Zwischenfliissigkeit hatte er nicht 
vorgenommen. In C. r. de la Soc. de Biol. 89, 1923 hat Raul Wernick 
eine Methode zur Bestimmung des Gesamtalkali durch Elektrodialys 
verOffentlicht. Die Mitteilung ist auBerst kurz gehalten und erlaubt 
keine Kontrollierung. Er hat einen Dreizellenapparat gebraucht. Er hat 
Salzlésungen dialysiert und die Basen quantitativ wiedergefunden; er hat 
auch Serum dialysiert, um den Totalalkaligehalt zu bestimmen. Der 
Apparat Wernickes ist gr6Ber als der meinige, und dasselbe gilt fiir die von 
ihm benutzten Salzmengen. Er erzielte auBerordentlich gute Doppel 
bestimmungen bei der Dialyse von Serum, hat aber keine Kontrolle, 
daB er den wirklichen Totalalkaligehalt des Serums gefunden hat. Dis 
Ubereinstimmung in den Doppelbestimmungen ist an und fiir sich kein 
Beweis. 

Wenn man bei der Elektrodialyse das Dialysewasser von den 
beiden Elektroden, jedes fiir sich, sammelt, ist zu erwarten, daB die 
gesammelten Flissigkeiten zur quantitativen Bestimmung der in ihr 
enthaltenen Stoffe anwendbar sein werden. Bei Entladung der Kat- 
ionen entstehen aus den Alkalimetall- und Erdmetallionen Basen, und 
diese Basen werden im Dialysat der Kathode zu finden sein. 

Die Wahl der Membranen soll derart sein, daB die Lonen quantitativ 
und so rasch wie méglich aus der Zwischenfliissigkeit entfernt werden. 
Zieht man die Endosmose als Beférderer ungeladener dialysabler 
Partikel, z. B. nichtdissoziierter schwacher Sauren, in Betracht, so 
findet man, daB die Membranladung so gewahlt werden soll, daB die 
Endosmose in der Richtung geschieht, in der die Stoffe wandern, die 
man spater in einer gewissen Dialysewasserfraktion bestimmen will. 
Die Reaktion ist ja auf beiden Seiten der Anodenmembran sauer und 
auf beiden Seiten von der Kathodenmembran alkalisch. Schwache 
Sauren werden daher in der Nahe der Anodenmembran zum groben 
Teil undissoziiert und passieren sie in ungeladenem Zustande ( Bradfield). 

Unter Anwendung der Prinzipien der Elektrodialyse versuchte 
ich, eine Methode zur Bestimmung des Totalalkali in organischer Sub- 
stanz auszuarbeiten. Ich strebte dabei an, die Methode fiir méglichst 
kleine Quantitaten anwendbar zu machen, d. h. eine Mikromethode fiir 
Gesamtalkalibestimmung auszuarbeiten. 

Die angewendete Apparatur wurde im Prinzip von Professor 
E. Hammarsten angegeben. Das Modell fiir sie ist der Dreizellenapparat. 
Die Mittelkammer ist auf zwei Seiten von Membranen abgegrenzt. 
AuBerhalb von diesem befinden sich die Elektroden, und zwischen den 
Elektroden und Membranen spiilt Wasser hindurch, das gesammelt 
und untersucht wird. 


Der Apparat ist aus Glas gebaut, und seine Teile werden durch 
Gummibander zusammengehalten. 
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Die Form der Seitenpartien geht aus Abb. | hervor. Die Membranen (/) 
erden auf die horizontalen Teile gebunden, die. um das Festsetzen der 
Membran zu erleichtern, mit einem unbedeutend aufgetriebenen Rand 
ersehen sind. Die Elektroden (c) bestehen aus Platin. Thre GréBe ist so 
bgepaBt, daB sie die unteren zwei Drittel des horizontalen Schenkels 
isfiillen. Nach oben sind sie flach abgeschnitten, da sich zwischen ihrem 
beren Rande und der oberen Wand des horizontalen Schenkels ein Platz 


fur das Réhrchen (f) befinden soll, durch welches das Spiilwasser, das die 


\uBenfliissigkeit bildet, zwischen Elektrode und Membran geleitet wird. 
Die Elektroden werden durch Verl6étung an Platindrahten (d) befestigt. 
welehe durch die Glaswand der Seitenpartie zur Kontaktrohre (e) mit 
Quecksilber gefiihrt sind. Die AuBenfliissigkeit, die zwischen Elektrode 
ind Membran durchspiilt, wird durch 


veleitet, deren Spitze eben noch an der 
Elektrode vorbeireichen soll. Das Glas- 
rohrchen wird durch einen Kork (g) an 
den oberen kurzen Schenkel der AuBen- 


—— 


partie fixiert. 
Umeinen méglichst geringen Wider- 


% 


stand im Apparat zu erhalten, soll die 
Elektrode der Membran so nahe stehen, 
wie es aus technischen Griinden moéglich 
ist. Bei den Reaktionen, die im Zu- 
sammenhang mit den lonentladungen an 
den Elektroden stattfinden, bilden sich 
(ase. Diese sind nur teilweise in der 
Spiilfliissigkeit léslich, und auf den 
Elektroden werden sich dadurch Gas- 
hlasen bilden. Dies bewirkt eine Ver- Abb. 1. 

kleinerung der Kontaktflachen der Elek- 

troden und eine Steigerung des Widerstandes zwischen ihnen. Bei ge- 
niigend reichlicher Gasbildung kommt es zu Stromunterbrechung. Die 
Gase miissen also in dem MaBe, wie sie sich bilden, von den Elektroden 
entfernt werden. Um dies zu ermdéglichen, muB eben ein gewisser Ab- 








stand zwischen’ Elektroden und Membranen bestehen. Die Entfernung 
der Gasblasen wird erleichtert. wenn die Elektrode mit der Membran 
einen nach oben offenen Winkel bildet. Dies gibt der Fliissigkeits- 


schicht zwischen Elektrode und Membran die Form eines mit der 
Spitze nach unten gerichteten Keiles. 

Der obere Schenkel der AuBenpartie ist kurz, und seine Miindung ist 
von dem Kork ausgefiillt, der das Spiilwasserréhrchen fixiert. 

Uber den horizontalen Schenkel wird eine Gummihiilse (K) gezogen 
ein Stiick eimes Gummischlauches von geeigneter Wandstarke): die 
Gummihiilse, die ein wenig tiber die Flache der Membran hervorragt. soll 
Dichtung zwischen dem Seitenteil und der Mittelpartie herstellen. 

Der untere Schenkel der Seitenpartie ist in eine Réhre ausgezogen 
s. Abb. 1). 

Die Zwischenpartie (6) kommt dadurch zustande, da8® die horizontalen 
Schenkel der AuBenteile in einen Glaszylinder eingepaBt werden. Dieser 
ist oben mit einem Loch versehen. das zur Fliissigkeitseinfiillung und 
-entnahme benutzt wird. Die Zwischenkammer ist mit einem Kiihlmantel 


16* 
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versehen (/). Man hat also die Méglichkeit, die Temperatur ohne Ve, 
minderung der Stromstirke niedrig zu halten. wenn die Warmeentwickluny 
allzu groB werden sollte. Die Kiihlung wird mitunter bei Dialyse vo: 
Fliissigkeiten mit hoher Konzentration leichtdialysabler Salze erforderlich 
Dadurch, daB die horizontalen Teile der Seitenpartien mehr oder wenige: 
weit in den Mittelteil geschoben werden kénnen, hat man die Méglichkeit, 
in gewissen Grenzen den Fassungsraum der Mittelkammer zu _ variieren 
Dieser soll zwecks Gewinnung minimalen Widerstandes so abgepaBt werde: 
daB der Abstand zwischen den Membranen so gering wie méglich wird 

Der Strom wird aus dem Lichtnetz entnommen (220 Volt). 

Ein Milliamperemeter ist in Serie mit dem Apparat geschaltet.  Da- 
von mir angewendete Instrument konnte mittels NebenschluB in !/,, Shunt 
in die Apparatleitung eingeschaltet oder ganz an dieser vorbeigeschaltet 
werden. Ferner wurde ein regulierbarer elektrolytischer Widerstand, de: 
indes bei den meisten Dialysen kurzgeschlossen war, in Serie mit dem 
Apparat geschaltet. 


Das Spiilwasser wurde mit Permanganat redestilliert und in eine: 
paraffinierten Glasflasche (unter SaéureverschluB) aufbewahrt, woraus 
es mit dem Heber entnommen wurde. Die Spiilgeschwindigkeit wurde 
durch die in die Zulaufleitungen eingeschalteten Tropfenzahler reguliert. 

Vor allem ist die Intensitat der Gasbildung fiir die Spiilwassermenge 
entscheidend. Eine starkere Gasbildung fordert eine intensivere Spiilung. 
Die Geschwindigkeit des Spiilwassers wird so reguliert, dab die Strom- 
stirke immer méglichst groB ist. 


Die Dialysen wurden noch etwa 10 bis 15 Minuten fortgesetzt, 
nachdem die Stromstairke nicht mehr sank, d. h. bis 1,5 bis 2 Milliamp. 


Die Membranen bestanden in den meisten von meinen Versuchen 
aus Pergament. Da es die positiven Alkaliionen waren, die ich be- 
stimmen wollte, war das negative Pergament gut geeignet. Die End- 
osmose ist bei Pergamentmembranen praktisch genommen = Null 
In der Mehrzahl der Versuche bestand auch die Anodenmembran aus 
Pergament. Zur Erhéhung des elektrodialytischen Effektes (Bradfield 
sollte die Anodenmembran positiv sein. Ich versuchte, eine solche 
herzustellen, indem ich Kollodiummembranen in Histonchloridlésung 
legte (analog der Darstellung von Hamoglobinmembranen nach Eltisch. 
Bradfield und Ewig'). Mit einer solehen Membran an der Anode und 
Pergament an der Kathode dauerte es bedeutend kiirzere Zeit, bis div 
Stromstirke z. B. bei Dialyse von NaH,PO, das Minimum erreichte, 
als mit zwei Pergamentmembranen. Sowohl Na als auch PO, wurden 
quantitativ wiedergefunden. 


Vor der Anwendung wurde die Zwischenkammer mit Wasser ode 
verdiinnter NaCl-Lésung gefiillt und die Dialyse bis zu Alkalifreihet 


! Kolloid-Zeitschr. 45, 1928. 
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fortgesetzt, d.h. bis die Stromstarke nicht mehr fiel. Zwischen ver- 
schiedenen Versuchen soll die Zwischenkammer mit Wasser gefiillt sein. 

Bei Dialyse von NaCl n/100 z. B. wurde folgendermaben verfahren : 
Der Apparat war montiert und alkalifrei. Unter den ausgezogenen 
Seitenteilen waren SammelgefiBe (Erlenmeyer- oder Rundkolben) 
angebracht. Die Zwischenkammer war leer. Der Strom wurde ge- 
schlossen und das Spiilwasser mit geringer Geschwindigkeit laufen- 
gelassen. 1 ccm n/100 NaCl wurde abgemessen und in die Zwischen- 
kammer eingefillt. Nach 5 bis 10 Sekunden stieg die Stromstarke 
rasch, und die Geschwindigkeit des Spiilwassers wurde erhéht und so 
abgepaBt, daB die Stromstarke méglichst groB war. (Dies wurde in 
meinen Versuchen mit dem Milliamperemeter in zehntel Shunt zu 
Beginn der Dialyse verfolgt: sobald die Stromstarke auf etwas weniger 
als 10 Milliamp. gesunken war, wurde das Amperemeter in Serie mit 
dem Dialyseapparat geschaltet.) Nach etwa 10 Minuten war die 
Zwischenfliissigkeit so ionenarm, daB sich die Stromstarke 2 Milliamp. 
niherte; der 2-Milliampere-strich wurde langsam passiert. Bei leicht- 
dialysablen Salzen wie NaCl kann die Dialyse 5 Minuten, nachdem die 
Stromstarke aufgehért hat zu sinken, abgebrochen werden. Nach etwa 
15 Minuten war die Dialyse fertig. Die Spilungsgeschwindigkeit auf 
der Kathodenseite wurde zwecks Nachspiilung erhéht. Das Gesamt- 
volumen des Spiilwassers betrug etwa 10 bis 15 ccm in jedem GefaB. 
Die Kathodenfliissigkeit wurde mit n/100 HCl und n/100 NaOH in 
gewohnlicher Weise titriert. 

Was die Kapazitat der Apparatur betrifft, kann gesagt werden, 
daB es bei einer Konzentration von leichtdialysablen Salzen, Basen oder 
Sauren, die 1,5 cem Zehntel-Normallésung ibersteigt, schwierig wird, 
die Gasbildung an den Elektroden zu meistern, und daB dann Strom 
unterbrechung mit freier Dialyse droht. 

Die angewandte Methodik war, wie sich zeigte, ausgezeichnet fiir 
Salzlésungen (einfache und Mischungen) verwendbar (siehe die Tabellen). 
\ls Indikator bei den Dialysen einer Serie von Salzlésungen wurde mit 
Methylenblau versetztes Methylrot (Sérensen) benutzt. Die angewendeten 
litrierungsflissigkeiten (n 100) waren mit demselben Indikator ein- 
gestellt worden. DaB® gerade Methylrot gewahlt wurde, hatte seine 
Ursache darin, daB die Methode auch fiir Ammoniaksalze angewendet 
wurde. 


Bei Versuchen, die Methode direkt auf organisches Material ohne 
vorhergehende Veraschung anzuwenden, ergaben sich Schwierigkeiten. 
Um fir die durch Elektrodialyse erhaltenen Werte Kontrollen zu er- 
halten, wurde der Gesamtalkaligehalt der Organe auch nach Veraschung 
bestimmt. 
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Das so frisch wie méglich entnommene Organ wurde durch Gefric; 
schnitte zweimal in Scheiben von 104 zerlegt, um einen homogene: 
Organbrei zu erhalten und die Ausdialysierung der Salze aus de: 
organischen Material zu erleichtern. In spiteren Versuchen war das 
zweimal in Gefrierschnitte zerlegte Organ in einem Glasperlen ent 
haltenden GegiB gewogen, mit einer gewissen Menge Wasser versetzt 
(etwa mit dem Fiinffachen seines Gewichts) und geschiittelt worde: 
um die Mischung so homogen wie méglich zu machen. Jn den friihere: 
Versuchen wurde das Organ gefroren aufbewahrt, was sich indes durc}; 
die Modifikation, die die Methodik spater erhielt, als unnétig erwies 
Das Gesamtalkali wurde sodann einerseits elektrodialytisch, andere: 
seits gravimetrisch nach Veraschung (13) als BaS O, bestimmt (Phosphor- 
siure wurde mit der Eisenacetatmethode entfernt). 


Elektrodialytische Bestimmung des Gesamtalkali im Organ. 


Es erwies sich als erforderlich, das Eiwei8 zu koagulieren, da es 
sich sonst in dicken Schichten auf die Kathodenmembran legte, was 
die Dialyse sehr betrachtlich verlangsamte. Die Koagulierung geschali 
in einer zu diesem Zwecke besonders konstruierten Spritze, in der auch 
der Organbrei abgewogen wurde. Die Spritze bestand aus einem Glas- 
rohr mit einem Glasstab als Kolben, dessen eines Ende mit einem 
Stiick Gummischlauch als Packung versehen war. Beim Wiegen wurde 
mittels eines Gummischlauchs eine Glashaube iiber die Spritze gezogen, 
um Abdunstung zu verhindern. Bei der Koagulation wurde die Spritze 
in einen Dampfstrahl gehalten. Die Temperatur in der Spritze stieg auf 
96 bis 97°. Die Koagulation geschah bei saurer Reaktion (es wurcd 
1 Tropfen n/10 HCl zugesetzt), da man sonst bei der Dialyse kein: 
konstanten Alkaliwerte erhielt. Nach der Koagulation wurde das 
Organ dadurch, daB man den Spritzenkolben nach vorn schob, in der 
Dialyseapparat gebracht. Organstiicke, die an Kolben und Packung 
festsitzen, wurden mit einem feinen Glasstab entfernt, sodann wur« 
der Kolben zuriickgezogen, und die Spritze mit Wasser gefiillt. Das 
Spiilwasser wurde in den Apparat entleert, und das Verfahren paarma! 
wiederholt. 


Bei Dialysen von Organen, die in derselben Weise ausgefiilrt 
wurden, wie bereits beziiglich reiner Salzlésungen beschrieben ist 
betrug die Dialysezeit 30 bis 60 Minuten, manchmal noch mel 
Das Volumen des Dialysewassers betrug etwa 50 ccm, mitunter etwas 
mehr, mitunter weniger. Bei der Titrierung wurde n 50 Saure und 
Lauge angewendet (siehe unten). In diesem Zusammenhang sei erwahnt 
daB die Organmengen, wie aus den Tabellen hervorgeht, bei jede: 
Dialyse 0,1 bis 0,03 g betrugen. Bei den Titrierungen (mit Methylrot 
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als Indikator ebenso wie bei Dialyse reiner Salzlésungen) zeigte sich, daB 
die Alkalimengen, die mit der Elektrodialysemethode erhalten wurden, 
etwa 10°, héher waren als die mit der Veraschungs-BaS O,-Methode 
erhaltenen. Die Werte der Elektrodialysemethode stimmten indes 
gut miteinander iiberein, und dasselbe war bei den Werten der BaSQ,- 
Methode der Fall. Waren die Organe alt und nicht in gefrorenem 
Zustande aufbewahrt worden, so zeigte die Elektrodialysemethode um 
so héhere Werte, je alter die Organe waren (N H,-Bildung und anderes). 
Der Unterschied zwischen der Elektrodialysemethode und der BaSQ,- 
Methode laBt sich nicht ausschlieBlich durch Ammoniak und organische 
Basen im frischen Organ erkliren. Bei Elektrodialyse des koagulierten 
Organs miissen Stoffe die Membran passieren, die sich wie Basen ver- 
halten. Wiirde ein Indikator, dessen Umschlagsgebiet in alkalischer 
Reaktion liegt, gewahlt werden, so miiBte die Bestimmung dieser 
vermuteten schwachen Basen vermieden werden kénnen. Damit die 
Titrierungsfehler nicht zu groB werden, darf py bei der angewendeten 
Konzentration der Titerfliissigkeiten nicht héher sein als 8,3. Die 
Titrierungen wurden deshalb mit Phenolphthalein als Indikator aus- 
gefiihrt, wobei als Vergleichslésung ein Puffer mit py = 8,3 angewendet 
wird. Die Titerfliissigkeiten wurden natiirlich gleichfalls mit diesem 
Indikator eingestellt. Als Urtiter wurde n/10 HCl in fiinffacher Ver- 
dimnung angewendet. Bei Titrierung der Kathodenfliissigkeit mit 
Phenolphthalein als Indikator bis py 8,3 stimmten die bei beiden 
Totalalkalimethoden erhaltenen Werte iiberein. 

An alten (etwa 24 Stunden gelegenen) Organen wurden mit der 
elektrodialytischen Methode immer noch zu hohe Werte erhalten. Die 
Annahme, daB diese hohen Werte auf einer erhékten Ammoniakbildung 
beruhe, fiihrte zu dem Versuch, die Kathodenfliissigkeit vor der Titrierung 
bei der alkalischen Reaktion, die es bei abgeschlossener Dialyse hat, zu 
kochen. Erst danach wurde mit HCl angesiuert und nach erneuertem 
Kochen bei saurer Reaktion mit NaOH zuriicktitriert. Jetzt wurden 
auch an alten Organen bei der elektrodialytischen und der BaSO,- 
Methode iibereinstimmende Werte erhalten. 

Bei Anwendung der Methode auf Organe soll die Dialyse 15 Minuten 
fortgesetzt werden, nachdem die Stromstarke aufgehért hat zu sinken 
(2 Milliamp.). 

Die Titrierung bei Organdialysen wird, wie aus dem Obigen hervor- 
geht, am zweckmabBigsten folgendermaben ausgefiihrt. Die Kathoden- 
fliissigkeit wurde bei der alkalischen Reaktion, die es bei abgeschlossener 
Dialyse hat, eine bis einige Minuten gekocht und dann mit n 50 HCl an- 
gesduert und nochmals gekocht. Riicktitrierung mit n 50 NaOH. 


In einer Anzahl spaterer Versuche habe ich, um vom Volumen des 
Titrats méglichst unabhangig zu sein, als Spiilwasser auf der Kathoden- 
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seite Wasser angewendet, das nach Kochen bis Kohlensaurefreiheit 
mit NaOH auf py 8,3 gebracht worden war. Die von mir angewendeten 
Titerfliissigkeiten waren durch Verdiinnung von n10 HCl und n 10 
NaOH mit diesem unbedeutend alkalisierten Wasser erhalten worden. 
Die Fliissigkeiten wurden spater miteinander verglichen, wobei HC!) 
als richtig betrachtet wurde. Ich glaube, auf diese Weise gleichmabigere 
Werte erhalten zu haben. 


Elektrodialyse von Ammoniumsulfat. 





Genommen (N H4)oS0, 
leem n/10 05eem n 10 leem n 160 


Wiedergefunden NH,OH 


cem n lo cem n 10 ecm n 100 
1,006 0,499 1,01 
1,004 0,494 1,01 
0,99 0,501 1,04 
1,004 0,496 1,01 
1,03 0,50 0.99 
0,998 0,498 1,01 
1,094 0.594 0,99 
0,992 0,499 1,91 
0,991 0,501 1,01 
1.003 0,501 1,01 
0,995 0,498 1,03 
0,99 0.98 
0,990 0,97 
0,993 0,99 
1.000 1.01 
1,002 0,95 
1,000 0.94 
0,998 1,00 
1,003 1,03 
1,013 1.00 
0,993 

1,000 + 0,002 0.499 — 0,0008 1,00 + 0,006 

6 0.009 6 0,003 6 0.025 


Durchsehnittliche Abweichung: 
09 % 0,3 % 2.5 
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Elektrodialyse von Natriumchlorid. 








Genommen NaCl 
leem n 10 1,07 cem n 100 


Wiedergefunden NaOH 


ecm n 10 ecm n 100 
1,004 1,07 
0,994 1,03 
0.997 1,09 
0.998 1.07 
0,992 1.06 
0,996 1,05 
1.005 
1,005 
1.009 
1.009 

1.000 + 0,002 1.06 0.008 

G 0.0955 6 0,02 


Durchschnitthche Abweichung: 


0,55 ‘ 2 





A ; 
Genommen NaCl 


1.065 cem n 10 1,065 ecm n lo 


Wiedergefanden NaOH 


eem n10 ecm n 100 
1,952 1,03 
1,057 0,98 
1,062 102 
1,059 1,07 
1,956 1,05 
1,047 1,02 

1.95 

1.056 + 0,002 1.03 0.012 

4 0.005 G 0,026 


Durehsechnittliche Abweichung: 
0.5 of 296 
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Ele ktrodial yse von Calciumchlorid. 





Genommen CaCl, 
leem 0,135 n lcem 0,068 n* leem 0.014 n* 
Wiedergefunden Ca(OH), 


cem n/10 eem 2 ecem 1 


1,34 0,064 0.0146 
1.31 0,065 0,0136 
1,35 0.066 0.0130 
1,37 0,066 0,0129 
1,54 
1.36 

1.33 + 0,013 0.065 0.0135 


6 0,013 


Durechsechnittliche Abweichung: 
8 iy 


* Erhalten durch Lisung von CaC, 0, in HCI 


Elektrodialyse von einer Mischung von NaCl und ( NH,).SO,. 


| cem der Lésung entspricht der Berechnung nach 1,04 cem n, 100 Alkali. 
Dialyse an leem der Lésung. 
Wiedergefunden cem n/100 Alkali: 1,13 
1.08 
1.10 
1,07 
1,07 
1.07 


1,09 O01 
6 0.02 


Durchschnittliche Abweichung 2°,. 


Elektrodialyse von NaH, PO, m, 100. 
Dialyse an 1 cem der Lésung. 
Wiedergefunden cem n/100 Alkali: 1,05 
1,05 
1.04 


Wiedergefunden als Phosphat mg/100 (bestimmt nach Fiske-Subbarou 
von T.. Teorell): 
32.6 
31.6 
31.7 
Berechnet: 31,5 


Elektrodialyse von Organen direkt nach Wdrmekoaqulierung bei saurer Reaktion. 


Gleichzeitg wurde der Gesamtalkaligehalt nach Veraschung des Organs 
bestimmt. Das Phosphat wurde mit der Acetatmethode entfernt, der Riick 
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stand eingedunstet und mit H,SO, im UberschuB abgedampft. Die fixen 
Alkalien wurden dabei als Sulfat erhalten und als soleche mit Ba gefallt und 


gyewogen. 





Organart und Menge Gesamtalkali in Millidquivalenter 
des dialysierten Organs pro g Organ 
Blut: * 0,0768 ¢ 194 
0.0569 ¢ 190 
Durch die Veraschungsmethode wurden erhalten: 196 
191 
Blut:* 0,9420 ¢ 169 
0.0837 ¢ 175 
Durch die Veraschungsmethode wurden erhalten: 177 
Blut:* 0,0374 g¢ 126 
0.0548 g 119 
Durch die Veraschungsmethode wurden erhalten: 127 
136 
Katzenleber: 0,0375 g 139 
0,0342 g¢ 143 
Durch die Veraschungsmethode wurden erhalten: 146 
Harn: Dialyse von 0,1 eem (1 cem, verd. 1: 10): 265 
262 
Durch die Veraschungsmethode wurden erhalten: 250 
261 


* 


Durch Na-oxalat fliissig gehalten. 
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Androkiningehalt der Fizes. 


Von 
S. Loewe, F. Rothschild und H. E. Voss. 


(Aus dem Hauptlaboratorium der Stadtischen Krankenanstalten Mannheim.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1932.) 


DaB menschliche Fazes eine der ergiebigsten Quellen von Thely- 
kinin (weiblichem Sexualhormon) sind, ist aus den Untersuchungen 
von Dohrn und seinen Mitarbeitern! bekannt. Fiir das miannliche 
Hormon, das Androkinin, fehlen entsprechende Angaben im Schrifttum. 

Als wir kiirzlich? sogar in Kapaunenexkrementen Sexualhormon 
nachweisen konnten, sahen wir daher unsere friiheren Aufzeichnungen 
durch und glauben, daB es erwiinscht sein kann, wenn wir daraus einige 
Feststellungen iiber den Androkiningehalt des Menschenkotes bekannt- 
geben. 

Darstellung der Priifungszubereitungen. 


Aus dem Kot gehen viele Begleitstoffe in die Rohfraktionen der Sexual - 
hormone mit iiber, die durch ihre Menge und Toxizitaét die Auswertung 
stéren. Darum sind zahlreichere ReinigungsmaBnahmen erforderlich als bei 
der Auswertung anderer hormonhaltiger Naturstoffe, ohne daB doch die 
priifungsfahigen Endfraktionen hohe Reinheit besitzen. 

4570 g Fazes gesunder junger Manner wurden in Verarbeitung ge- 
nommen. Sie wurden gesammelt, indem jede Teilmenge gleich nach der 
Entleerung mit dem doppelten Volumen Spiritus verriihrt wurde. Durch 
Filtersatz von steigender Porenenge filtriert. Filterriickstand siebenmal 
mit heiBem Benzol ausgezogen. Die vereinigten Benzolextrakte nach 
Verjagen des Lésungsmittels mit Aceton aufgenommen. Acetonlésung 
mit dem Acetonauszug aus dem Riickstand des ,,Konservierungsalkohols “‘ 
vereinigt. Weiterreinigung durch Ausfrieren bei 14°C und Verseifen mit 
10° ig. NaOH bei Aufrechterhaltung von pa = 11. Wiederholte Benzol- 
ausschiittelung der Seifenl6sung bei pH = 8. Benzollésung als Rohfraktion I 
testiert, ebenso als Fraktion II derjenige Teil des in Renzol gelésten Un- 
verseifbaren, der beim Verteilen zwischen 70°,ig. Alkohol und Petrol- 


1 M. Dohrn u. W. Faure, Klin. Wochenschr. 1928, 8S. 943. 
2 S. Loewe, W. Raudenbusch, H. E. Voss u. F. Lange, diese Zeitschr. 
250, 50, 1932. 
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ither im wéasserigen Alkohol verblieb. Von der in Petrolather iiber- 
gegangenen Gegenfraktion wurde die in Methylalkohol bei Tiefkiihlung 
unlésliche Hauptmenge als Fraktion II] testiert. 


Auswertungsergebnisse an den Vesikulardriisen des Kastrierten Miuserichs. 

Fraktion I: 1,5 cem Ollésung entsprechend 225 g Fazes: (A D);; viele 
Mitosen. 2,5cem Ollésung entsprechend 460g Fazes: 
A, B,C,D,; keine Mitosen. 

Fraktion II: 1,7cem Ollésung entsprechend 588g Fazes: A,B,C,D,; 
viele Mitosen. 

Fraktion III: 1,4cem Ollésung entsprechend 485g Fazes: A,B;C,D;; 
keine Mitosen. 

In der Rohzubereitung des Unverseifbaren aus Mannerkot findet 
sich also in Mengen > 225 <= 460g 1 ME. Androkinin, im Kilogramm 
Fazes hiernach mindestens 2 ME. In guter Ubereinstimmung damit 
zeigt die weiter gereinigte Fraktion II in 588g Fiazes > 1 ME., also 
ebenfalls pro Kilogramm Fiazes mindestens 2 ME. Androkinin; wahrend 
in der petrolitherléslichen Nebenfraktion III auf 485g Fazes noch 
nicht einmal ein Bruchteil der ME. nachweisbar ist. 


Zusammenfassung. 


Fazes junger Manner enthalten pro Kilogramm 2 ME. Androkinin, 





Uber die Bindung der Biokolloide. 


VIL. Mitteilung: 
Eiwei8 und Nucleinsiure sowie deren Abbauprodukte. 


Von 
St. J. von Przylecki und M. Z. Grynberg. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 25. Mai 1952.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Resultate, die wir mit unserer Methode iiber die Bindung 
zwischen koaguliertem Eiweif (Ovalbumin) und verschiedenen Kohlen- 
hydraten erhalten haben, bewogen uns, ahnliche Untersuchungen mit 
den Systerren geronnenes EiweiB + Nucleinsaure und ihren verschie- 
denen Abkémmlingen durchgufiihren. Die Wahl von verschiedenen 
Substanzen, die sich durch 1. Molekulargewicht, 2. Phosphoran- oder 
-abwesenheit, 3. verschiedene Purinkérper, 4. Purin- oder Pyrimidin- 
gruppe unterschieden, erlaubte, uns tiber den EinfluB, den 1. der Zustand 
(Kolloid-Kristalloid), 2. Ladung und 3. besondere Gruppen auf die 
Bindungsfaihigkeit und Bindungskraft bei verschiedenem py ausiibt, 
zu orientieren. Gleichzeitig wurden Untersuchungen iiber die Bindung 
einiger dieser Substanzen mit dem EiweiB, das im Solzustand anwesend 
war, unter Anwendung der Ultrafiltration durchgefihrt, der Vergleich 
der Ergebnisse mit EiweiB, das im Sol- oder Gelzustand untersucht 
war, erlaubte uns, den Einflu8 der Dispersion auf die Bindungsfahigkeit 
zu bestimmen. 

Die Versuche sind mit folgenden Kérpern ausgefiihrt worden: 
1. nucleinsaures Na (aus Hefe), 2. Guanylsdure, 3. Adenylsdure, 4. Xan- 
thylsdure, 5. Cytidinsaiure, 6. Adenosin, 7. Guanosin, 8. Guanin, 9. Xan- 
thin, 10. primares K-Phosphat. 

Einige orientierende Untersuchungen sind auch iiber die Léslichkeit 
und den Dispersionszustand des Na-Nucleats in sauren Lésungen bei 
Gegenwart verschiedener Salze ausgefiihrt worden. 
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Methodik. 


Das EiweiB8 (Ovalbumin Merck) wurde in 3°,iger Lésung nach der 
Globulinabtrennung mit n HCl auf py 4,75 gebracht und durch 5 bis 
s Minuten Kochen unter stetigem Riihren im Wasserbad koaguliert. Das 
iltrat war nach solcher Koagulation eiweiBfrei. Die Reaktion der Suspension 
wurde durch HC! oder NaOH auf das gewiinschte px gebracht. In einigen 
Versuchen, die mit dem Na-Nucleinat ausgefiihrt wurden, war das EiweiB 
mit Essigsiure auf verschiedenes px gebracht. In einigen anderen Versuchen 
wurde die EiweiBsuspension vor dem Gebrauch vielmals mit dem acht- 
his zehnfachen Volumen Wasser gereinigt. Die Reaktion der Fliissigkeit 
if Cl war negativ. Diese Reinigung des Eiwei®es hatte den Zweck, die 
Korrektur auf N und die Koérper, die das Willstdtter- und Schudelsche 
Reagens reduzieren, zu vermindern. Gleichzeitig sollte hierdurch der Einflu8 
der Verunreinigungen und besonders der Elektrolyte auf die Bindung 
untersucht werden. 

In den Versuchen, in denen das Eiwei8B im Solzustand angewandt 
wurde, bereiteten wir verschieden konzentrierte EiweiBlésungen, die vor 
dem Versuch durch Faltenfilter (Schleicher u. Schill Nr. 605, hart) filtriert 
waren. 

Die Nucleotide und Nucleoside waren im hiesigen Institut durch 
Dr. Dmochowski bereitet'. Alle anderen Praparate stammten entweder 
von den kirmen Merck oder Boeringer. Die Versuche wurden verschieden 
ausgefiihrt, je nach dem Ziel und den angewandten Priparaten. Das pu 
betrug meistens 3, 5 und 7. 

Im Kalle, wo geronnenes EiweiB gebraucht wurde, setzte man zu 
25cem 3° iger Ovalbuminsuspension 25 ccm 0,1- bis 0,2° ige Losung der 
N-Substanz, die auf dasselbe px gebracht war (durch CH,COOHh, HC! 
oder NaOh). Das System wurde 3 Stunden auf der Schiittelmaschine 
(100 Touren pro Minute) gesch&ttelt, dann filtriert und ig Filtrat die 
Konzentration der zugesetzten Substanz analysiert. 


Im Falle der nichtgeronnenen Ovalbuminlésungen waren die Volumina 
und Ejiwei®konzentrationen unverandert. Die Konzentrationen der 
N-Substanzen wurden viel kleiner: 25 bis 100 mg-°,,. Nach dem Vermischen 
wurden die Systeme nicht stark geschiittelt und 6 oder 24 Stunden vor dem 
Filtrieren stehengelassen. 

Wo freie Phosphate zugesetzt waren, haben wir den P nach Lohmann 
und Jendrassik bestimmt. Die EiweiBl6sung gab keine Korrektur. Dies 
erlaubte, die Konzentrationen in den Filtraten und Ultrafiltraten von 1. E1- 
weiBlésung + H,O, 2. EiweiB + Phosphat und 3. H,O + Phosphat auf 
die zwei letzten Systeme zu begrenzen und den gebundenen Teil als den 
Unterschied zwischen 3. und 2. anzunehmen. 

In denjenigen Versuchen, wo Na-Nucleinat oder Nucleotide zugesetzt 
waren, hydrolysierten wir 3 bis 4 Stunden mit 5° iger H,SO,. und dann 
hestimmten wir die freie Phosphorséure mit der vorher zitierten Methode. 
Auch hier war der gebundene Teil als die Differenz zwischen 3. und 2. an- 
genommen, da die Eiwei®kérper auch nach der Hydrolyse keine freie 
Phosphorsaure lieferten. Gleichzeitig kontrollierten wir diese Zahlen 
durch N-Bestimmungen mit Mikro-Kjeldahl. 


! Wir danken dafiir bestens Herrn Dr. Dmochowski. 
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Die Nucleoside wurden ebenfalls nach Hydrolyse mit H,SO, durch 
Ribosebestimmung nach Willstdtter-Schudel bestimmt (nach der Berechnun; 
7,5mg C,;H4,0; leemn/10 J). Selbstverstandlich wurde eine Korrektu 
fir die Reduktionskraft der EiweiBfiltrate eingefiihrt. 

Die gebundene Purinmenge wurde mittels der Mikro-Ajeldahl-Methou: 
bestimmt. Auch hier war die Korrektur fiir das EiweiBfiltrat groB: 2 | 
3cem n/50H,SO,. Fiir das mit H,O gewaschene EiweiB brauchte kein 
Korrektur eingefiihrt zu werden. In der Mehrzahl der Versuche wurden 
gleichzeitig zwei Purinbestimmungen ausgefiihrt. Man bestimmte den N 
der in dem Filtrat blieb, und den N, der in der Fallung nach der Vorschrift 
von Kriiger erhalten wurde. Die beiden Ziffern stimmten, was den Prozent 
satz der Bindung anbetrifft, itiberein. In den Fallen, wo (NH,4),SQOy, als 
Elektrolyt zugesetzt war, bereitete man eine 3,5° ,ige Ovalbuminlésung, 
der entweder eine bestimmte Salzlésung oder dieselbe Menge H,O zugesetzt 
war, so daB die Endkonzentration des EiweiBes 3°,, war. Das Salz wurde 
vor oder nach der Koagulation zugesetzt. Seine Endkonzentration wai 
0,2 mol. 

Um den Dispersionszustand der Hefenucleinsaéure in sauren Lésungen 
zu bestimmen, bereiteten wir eine 0,2°,ige Nucleinséurelésung (vom 
Na-Nucleinat ausgehend). Sie wurde durch HCl auf px 2,0 gebracht. 
Diese Lésung diente als Ausgangssystem. Zu ihr wurden verschiedene 
Salze (MgCl,, NaCl und Na,SO,) zugesetzt und der Dispersionszustand 
(Opaleszenz, Triibung) bestimmt. Ein Teil der Untersuchungen wurde 
mit dem Leitzschen Nephelometer ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 
KH,P0,. 

Es wurden zwei Serien von Experimenten ausgefiihrt. Die erste betrifft 
die Untersuchungen iiber die Bindung mit dem koagulierten, die zweite 
diejenige mit dem ungeronnenen Sol von Albumin. Die erhaltenen Re- 
sultate sind in der Tabelle 1 und Abb. 1 zusammengestellt. In beiden 
Fallen wurde eine 3°,ige Ovalbuminlésung angewandt. Die KH,PO,- 
Konzentration variierte zwischen 5 und 20 mg-°,, P,O;. 


Tabelle I. 


Bindung von KH,PO,. Mittelwerte aus vier Versuchen. 








Konzentration Pu aoe 
K H, PO Eiweifzustand 23 3.0 4,7 7.0 
+ 
0; > “ ee a oe oe ———— —_ a 
in mg-"/o Pz Os Gebundene Menge in °'y 
5a* Sol — 11 0 ) 
b* a -- 10 0) 
20 * — 5,5 0 0 
20 Gel 12 10 0 —2 


* Die Systeme in a wurden 3 Stunden geschiittelt und 24 Stunden nach dem Schiittel 
stehengelassen, in b wurden sie nicht geschiittelt. 


Eine interessante Tatsache wurde beobachtet: Das geronnene Eiwei! 
bindet mehr Phosphorsaure als das ungeronnene. Die Bindung wurde nu 
bei pp < 5 beobachtet. Bei px 2,3 und 3,0 ist die Bindung fast gleich stark. 
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Wenn wir die Systeme, die die gleiche EiweiB- und KH, PO,-Konzen- 
tration enthalten und die sich nur durch den EiweiBzustand unterscheiden, 


untersuchen, so sehen wir bei px 3, daB das Gel 10, das Sol + 5 bis 6", 
des Phosphorséureions bindet. 1,5 g EiweiB bindet 2mg P,O,;, wenn es 


koaguliert war, und I mg, wenn es als Sol angewandt wurde. Das Ver- 
haltnis ist 2:1. 





4 x 
a | i 
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Abb. 1 


Purine. 


Guanin. Es wurden Untersuchungen iiber die Bindung einer 
25 mg-°, igen Guaninlésung ausgefiihrt, und zwar nur bei px 3,0 und 9,5. 
Bei saurer Reaktion der Lésung konnte keine Bindung nachgewiesen werden. 
Dagegen wurde bei pu 9,5 eine starke Bindung nachgewiesen. 32 bis 37°, 
werden durch das koagulierte und durch starkes Waschen  gereinigte 
Ovalbumin gebunden (Tabelle IT). 


Tabelle Il. 


Bindung der Purine mit EiweiBgel. (Mittelwerte aus vier Versuchen, die 


Ziffern in Klammern sind Grenzwerte). 





Pu 
Purine 3 9 95 


Gebundene Menge in 


Guanin 


a 0 - 35 (32 — 37) 
Xanthin 

25 eg ~ 12 (il -— 14) 

_ 8 (7 — 8,6) 


Ganz ahnliche Experimente wurden mit dem Xanthin ausgefiihrt 
bei pur 9,0. Es wurden zwei Xanthinkonzentrationen bereitet, die nach 
dem Verdiinnen mit dem Fiwei® 25- oder 50 mg-°,ige Lésungen bildeten. 
Es wurden in dem ersten Falle 12, in dem zweiten 8°,, gebunden (Tabelle IT). 
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Nucleoside. 


Nur die Bindung von Guanosin mit dem Gel wurde analysiert. Das 
Guanosin wurde bei 0,1 ,iger Endkonzentration bei pq 3 und 9 untersucht 
Das Eiwei8 wurde koaguliert und ohne spezielle Reinigung angewandt 


Tabelle I1l. 


Bindung der Nucleoside. (Mittelwerte aus vier Versuchen, die Ziffern in 
Klammern sind Grenzwerte). 





PH 
: : Eiweib- : 
Nucleoside om one 23 3.0 4.7 7.0 9.0 
Gebundene Menge in 

Guanosin 

Oe ve. Gel 21 (20 — 22) 31 (29 — 32.6 
Adenosin 

+ i, ae Gel 30 33 31 33.4 
Adenosin 

005% . Sol 0 0 0 


Bei den beiden pu wurde eine starke Bindung nachgewiesen (Ta- 








belle III, Abb. 2). Bei pa 3 war sie etwas kleiner, 20 bis 22°, als bei 
pu 9 wo 30 bis 32°, gebunden 
$3 (- + ‘s wurden. Das Adenosin, das viel 
Joy + + _ besser loslich ist, wurde bei pH 2.3. 
% | Peat 3,0, 4.75 und 7.0 in 0,1 °.iger 
ee Lésung untersucht. Bei allen 
Pa nw diesen pu wurde eine starke Bin- 
| + Gel | lies dung nachgewiesen, die von px un- 
do/ abhangig ist (Tabelle III, Abb. 2). 
| «Gel Guanosin Bei allen untersuchten px und den 
| angegebenen Nucleosid- und Ei- 
weiBkonzentrationen wurden 30 bis 

| 33.4°,, der Substanz gebunden. 
o Ahnliche Untersuchungen. die 


Soa 
23 30 $0 $750 60 70 &80fy 30 : a, 
mit dem ungeronnenen FiweiB aus 


Abb. 2. gefiihrt waren, gaben ganz ander 

Resultate. Sowohl bei px 3 wie be 

pu 7 wurde keine Bindung nachgewiesen, obwoh] das Adenosin in sehr 
verschiedenen Konzentrationen angewandt wurde (25 bis 200 mg-"’,). 


Nucleotide. 


Adenylsdure. Es wurde die Bindung von 0,1- oder 0,2° ,igen Lésunget 
bei px 2,3, 3,0, 4,75 und 7,0 mit dem koagulierten Eiwei8 untersucht 
Auch hier konstatierten wir eine groBe Unabhangigkeit vom px. Sowoh! 
bei px oberhalb und unterhalb des isoelektrischen Punktes und auch bein 


isoelektrischen Punkt selbst betragt die Bindung von 0,1°,iger Losung 


12°,, von einer 0,2°,igen Lésung 8°, (Tabelle [V und Abb. 3). 


Auch mit der Adenylséure wurden Ultrafiltrationsversuche ausgefiihrt 
Es wurde nachgewiesen, daB dieses Nucleotid sich bei px 3 mit dem So! 
des Ovalbumins bindet. Von einer 50 mg-°. igen Lésung werden 4°,, von 
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T abelle IV. 


Bindung der Nucleotide. Mittelwerte aus drei bis fiinf Versuchen berechnet- 
Die Ziffern in Klammern sind Grenzwerte 








Pu 
? . Ei weib- a . =: 7 
Nucleotide zustand 23 0 4.75 7 
Gebundene Menge in 
|. Adenylsaure 
0,1 % Gel 12 14(10—16,5) 10(8—12) 13(12—14) 
0.2% - 8 (4—9) 9 (6—11) 8 (6-12) 8 (7—9) 
2 0,05 % Sol - 4(3—5) 9 (7) 0 
0,025 - ; s 0 
3. Gsuanylsaure 
0,1 °, Gel  44(40—47) 35 0 
02% " 28 17 i) 
4 0.05 Sol 9 (S—10) 0 0 
5 Xanthylsaure 
O1 Gel 33 32.5 4 0 
0.2 % ms 16 14,2 2.5 ) 
\ 0.05 % Sol 6 (5—7) 0 
Cytidinsaure 
oi Gel — 12 12 12 


einer 25 mg-°,igen 8°, gebunden. Auch bei dem isoelektrischen Punkt 


des Ovalbumins erfolgt eine geringe Bindung. Bei px 7 wurde keine Bindung 
nachgewiesen (Tabelle IV). Ganz andere Resultate wurden mit dem 
quanylsaurem Na erhalten (Tabelle IV, Abb. 3). Auch hier untersuchten 
wir die Bindung bei pu 2,3, 3.0, 

4.75 und 7,0, und zwar bei *T%\ 

0,1- oder 0.2° .iger Lésung. % ‘~ ° So a79 


. . ’ > Adenylsture’ 
Bei den koagulierten Sy- * Ge pe de 






stemen wurde nur bei px. die Sa Pe Qi% 
, ‘ ~. vary eas 
interhalb des isoelektrischen salir ng G05 % 
Punktes des EjiweiBes liegen, a, | Aanthy 
46a) 


eine Bindung beobachtet. Von 
einer 0,1° igen Lésung werden 
bel pu 2,3 44°... bei px 3,0 35 

gebunden. Von einer 0.2° igen 


~ 7 
* be lL yhansaure 








Lésung bei Pu 2,3 28° und bei 
px 317°... Bei px 4,75 konnte 
keine Bindung nachgewiesen 
werden. Die Konzentration 
von P ist in der Kontrolle und 
dem System Eiwei8B + Guanyl- 


siure gleich. Bei px 7,0 ist eine 
Differenz, die eine Erhéhung 
der Konzentration des P in der Mischung um 2,5”, nachweist. Diese 
Erscheinung erklaren wir durch den Raum, den das koagulierte EiweiB belegt. 
Somit ist es méglich, daB etwas Nucleotid auch bei pr 4.75 gebunden wird. 

Diejenigen Versuche, die mit dem ungeronnenen Eiwei8 ausgefiihrt 
waren, zeigten. daB der Gang der Bindung bei pu-Anderung identisch mit 
demjenigen ist, der beim koagulierten Ovalbumin beschrieben wurde. 


17* 
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Bei pu 7,0 erfolgt keine Bindung. Wir konstatierten aber in diesem Falle, 
daB die gebundene Menge viel kleiner als beim geronnenen EiweiB ausfiel. 
Bei den Systemen EiweiBgel--Guanyvlsiure werden auf 1g EiweiB bei 
px 3 11,7 mg Guanylséure gebunden. Diese Menge ist von der Guany! 
siurekonzentration unabhangig (fiir die Grenzen 0,1 bis 0,2°.,). Wenn wir 
die Bindung eines EiweiBsols, dessen Konzentration derjenigen des Gels 
gleich ist, mit dem Nucleotid 3 Stunden schiitteln und dann 24 Stunden 
stehenlassen oder ohne Schiitteln 24 Stunden stehenlassen und dann 
ultrafiltrieren, so beobachten wir, daB bei einer 0,05°,igen Lésung nur 
1,7 mg gebunden werden. Diese Menge verandert sich nicht, wenn wir 
die Guanylsaéurekonzentration erhéhen. Das Verhaltnis zwischen gebun 
dener Menge durch Gel und Sol ist 7: 1. Da wir gréBere Mengen des xanthy! 
sauren Na zur Verfiigung hatten, versuchten wir bei diesem Nucleotid 
sowohl den EinfluB des pu und der Nucleotidkonzentration als auch den 
EinfluB der Elektrolyte zu bestimmen. 

Die Xanthylséiure bindet sich mit dem ungeronnenen Eiwei8 nur be: 
pu 3. Bei pu7 erfolgt keine Bindung (Tabelle IV, Abb. 3). 

Die Ergebnisse, die mit dem ungereinigten EiweiBgel ausgefiihrt 
wurden, ahnelten sehr denjenigen, die mit der Guanylsaéure erhalten waren 
(Tabelle [V, Abb. 3). Auch hier erfolgt die Bindung nur im sauren Milieu. 
Bei px 2,3 und 3,0 sind fast dieselben Nucleotidmengen gebunden. (Bei 
einer 0,1°,igen Lésung 33°, bei einer 0,2°,igen 15°.) Bei px 4,75 ist 
nur ein sehr kleiner Teil gebunden: 4 oder 2,5°,. Bei pu 7,0 wurde kein: 
Bindung nachgewiesen. 

Die Reinigung des EiweiBkoagulates ruft eine groBe Vermehrung det 
gebundenen Menge des Nucleotids hervor. So werden bei px 3 durch das 
ungereinigte EiweiB 31°, und durch das gereinigte 53°, gebunden. Di 
Salze bewirken eine starke Verminderung bis vollstaéndige Entbindung 
des ,,Mischsystems‘* EiweiB — Nucleotid. Wenn aber das Salz durch Waschen 
entfernt wird, erfolgt eine starke Bindung, die fast so groB wie die in de1 
Kontrolle ist (47°,,) (Tabelle V). 


‘ Tabelle V. 


Bindung der Xanthylséure: bei pu 3 in Prozenten. Mittelwerte aus vie! 
: Experimenten. 





Die Elektrolyte wurde: 


0.2 D 
2 mol. vor der Koagulation 


Ohne Elek ytzusatz ; : 
hne Elektrolytzusatz (N fig)e 80, 


zugesetzt 
Ungereinigtes Kiwei8 . 31 (30—32) 0 0 
Gereinigtes Kiweib . . 53 (52-54) 0 47 (45—48) 


Die Cytidinsdurebindungsfahigkeit mit dem geronnenen Eiwei® ist 
vom pu unabhingig. Bei allen drei px (3, 5 und 7) ist fast dieselbe Meng: 
gebunden. Wir betonen, da8 wir mit der Cytidinsiure nur zwei Versuch: 
ausgefiihrt haben. Die Hydrolyse wurde im Autoklaven unter Druck 
ausgefiihrt. 

Nucleinsaures Na. 


Es wurde die Bindungsfahigkeit des koagulierten EiweiBes mit de! 
Nucleinsaure, deren Konzentration 0,2°, betrug, untersucht. Die Versuch: 
waren bei px 3,0, 3,2, 4,0, 5,0 und 7,0 ausgefiihrt. Bei pu 4,0 und 4,75 
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wurde entweder mit HCl oder mit CH,COOH die Mischung angesduert. 
Die erhaltenen Resultate zeigen, daB bei hédheren Wasserstoffionenkonzen- 
trationen die Nucleinsaéure vollstandig aus der Lésung verschwand. Dieser 
Effekt kann entweder durch eine 
starke Bindungsfahigkeit des ange- 
siuerten EiweiBes mit der Nuclein- 
siure oder durch eine Ausfallung, die 
durch die Verminderung der Ladung 
der Nucleinsaéure’ erfolgt, erklart 
werden. Bei px 3,0 und 3.2. mub 
uuch die zweite Moglichkeit ange- 


Or _ 
° 


fe 


a Zugese/zte Saure 
nommen werden. Die Versuche aber, © CK, COOH 


die bei pu 4,5 und 4,7 ausgefiihrt x HCl 
waren, zeigen, daB hier die Annahme 
einer bloBen Ausfallung nicht stich- 
haltig ist. Der gebundene Anteil ist 
gleich, unabhangig davon, ob das 
System durch HCl] oder Essigsaure 
auf dieses pu gebracht war (in beiden 
Fallen werden 24°, gebunden). Auch a fi 
da, wo die Systeme mit CH,COOH \ 








auf pu 4,0 gebracht wurden, kon- or 
statierten wir eine starke Bindung 
(45°,,). Die Bindung wurde auch ober- 

; ; 20 30? S50 70 
halb des isoelektrischen Punktes des . ae 
Ovalbumins konstatiert. So werden Abb. 4. 


bei px 5,0 noch 14°, gebunden. Bei 

groBerer Entfernung vom isoelektrischen Punkt nach dem alkalischen 
Gebiet konnte keine Bindung mehr beobachtet werden. Somit sehen wir, 
daB 1g koaguliertes Ovalbumin aus einer 0,2°,igen Lésung bei px 4,0 
30 mg, bei pu 4,5 15,3 mg, bei px 5,0 8,7 mg bindet (Tabelle VI, Abb. 4). 
Gleichzeitig wurden Untersuchungen, um die Abhangigkeit der Bindung 
von der Zeit des Schiittelns und der Konzentration der Nucleinsaure zu 
finden, ausgefiihrt. 


Tabelle VI. 


Bindung der Hefenucleinséure mit dem Ejiweibgel. 





K . Pu 
onzentration Pameantate stiinemnladiiatiin - ‘ 
der N.S. . 3,0 3,2 4,0 4,5 4,75 5,0 7.0 
0 Gebundene Menge in ° , 
0,2 HCl 100 109 24 13 13 () 
CH, COOH — - 45 24 13 0 


Tabelle Vila. 





Konzentration der N.S Gebundene Menge bei py 4,0 durch CH3 COOH-Zusatz 


“0 in mg in 
0,1 18,5 74 
0,2 21 42 


0.4 20 20 
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Alle diese Versuche waren mit CH,COOH als Saéuerungsmittel bei 
pu 4,0 ausgefiihrt. Die Bindung erfolgt ziemlich schnell. Schon nach 
1/, Stunde sind 36°, gebunden. Nach 1 Stunde 37,.2°,, nach 2 Stunden 

: 39°, nach 4 Stunden 46°, und 
y 
%[ 


- nach 8 Stunden 46,5°,, (Abb. 5) 
79 
5} 









Die gebundene Menge der 
Nucleinséiure erwies sich bei 
pu 4,0 und bei der angewandten 
Konzentration als konzentra 
tionsunabhangig. Bei 0,4" ,iger 
Lésung werden, auf 50 cem 
berechnet, 20 mg, bei 0,2 ° ,iger 
21 mg und bei 0,1 °,,iger 18,5 mg 





Ons 7 5 , r r gebunden. Die entsprechenden 
Lat in Stunden Prozente sind 20, 42. und 74 
Abb. 5. Dies spricht gegen eine Ausfal 


lung und fiw eine Bindung. 

Auch die Experimente, die tiber den Einflu8 der Verdiinnung ausgefiihrt 
wurden, sprechen fiir eine Bindung. 

Es wurden bei pu 4,0 mit 0,2°,igem nucleinsaurem Na folgende Ver 
suche ausgefiihrt. 

A. 25cem 3°, iges koaguliertes EiweiB + 25cem 0,4°,iges nuclein- 
saures Na, 4 Stunden geschiittelt. 

B. Wie A. Nach 4Stunden 100cem H,O hinzugefiigt und weite: 
4 Stunden geschiittelt. 

C. Wie A. 8 Stunden geschiittelt. 

D. 25ccem 3° iges koaguliertes Ovalbumin + 25 cem 0,4°,iges nuclein- 
saures Na + 100 ccm H,O, 8 Stunden geschiittelt. 

Im System A wurden 46°,, der Nucleinséure gebunden, in B 45' 
in C und D 46,5”, 

Die dreifache Verdiinnung mit Wasser ruft keine Reversion der Bindung 
hervor. Sie ist von der Nucleinsiurekonzentration unabhangig. 


Dispersionsanalysen. 


Zu einer 0,1- oder 0,2°,igen Nucleinséurelésung, die durch HCl] auf 
pu 2 gebracht war, wurden verschiedene Salze in m/1000 bis m/10 Kon 
zentration zugesetzt und die Opaleszenz, Triibung und px bestimmt. 

Die Ausgangslésung war bei 0,1°., stark opaleszent, bei 0,2°., triibs 
Nach dem NaCl-, MgCl,- oder CaCl,-Zusatz in verschiedenen Konzentra 
tionen, wo 1 ccm auf 10cem Na-Nucleat zugesetzt wurde, beobachteten 
wir eine Steigerung der Opaleszenz oder eine Triibung. Das px anderte sich 
nur schwach. Wenn aber zur Kontrolle anstatt H,O eine Na,SO,-Lésung 
eingefiihrt wurde, konstatierten wir eine Aufhellung und bei einer gewissen 
Na,SO,-Konzentration (m/1000/ Liter) eine vollkommene Klarung. 

Die Lésung, die vor dem Zusatz ganz triibe im Nephelometer aussah. 
gab einen sehr schwachen Effekt. 

Die Klarung kann nicht durch pa-Anderung hervorgerufen werden 
Das px anderte sich nach Na,SO,-Zusatz nur wenig, von pr 2,0 auf 2.2 
bis 2,3. Wenn wir die Kontrolle durch NaOQH-Zusatz avf px 2,5 einstellen 
erfolgt keine merkbare Klarung der Lésung und im Nephelometer nur ein: 
kleine Anderung im Vergleich zur Klarung, die durch Na,SO,-Zusatz 
erfolgt. 
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Besprechungen. 


Bevor wir zu der Besprechung der erhaltenen Resultate iibergehen, 
miissen wir die Eigenschaften der untersuchten Nucleinsiure und ihrer 
Abkémmlinge besprechen. 


Das Adenin, die starkste Base, die mit Mineralsiuren gegen Wasser 
bestandige Salze gibt, fungiert nur schwach als Saéure (K, > K,). 

Das Guanin hat schon einen mehr amphoteren Charakter. Die Basen- 
starke ist durch Sauerstoffanwesenheit zuriickgedrangt. Das Guanin bildet 
mit Saéuren Salze, die im Wasser in Base und Saure zerfallen (K, > K 
und K, = 8,3. 10-"%). 

Das Xanthin besitzt einen mehr sauren als alkalischen Charakter 
(K, < K,, wo K,: K, 1: 2000, K, 1,2. 10-1). Es gibt mit schwachen 
Sauren keine Salze. 

Uber die Eigenschaften der Nucleoside liegen ausgezeichnete Unter- 
suchungen von Levene und Simons? vor. 


8 


Das Adenosin fungiert bei pa < 5,3 als Base, infolge der Dissoziation 
der NH,-Gruppe. Die vollstandige Dissoziation wird durch die zwei er- 
wihnten Autoren bei + pr 2 angenommen. 

Bei px > 5,3 existieren keine ionisierten Gruppen. 

Das Guanosin fungiert als Ampholyt bei pa 3,5 als Base, infolge 
der Dissoziation der NH,-Gruppe, und bei pa > 7,5 als Séure dank der 
OH-Gruppe. 

Das Cytidin ist auch ein Ampholyt. Seine NH,-Gruppe dissoziiert bei 
pu < 6,0, und seine OH-Gruppe bei px 10,5. Somit kénnen wir die 
Dissoziation und die Reaktion der Purinbasen und Nucleoside wie folgt 
zusammenstellen. 





Substanz Reagiert basisch Neutral Sauer 


CC ees bis Pu 5,6 > 6 bei stark alkalischer Reaktion 

Guanin. ... bis Px 3,5 Px 3,5 — 7.5 > 7,5 

Xanthin ... — -- bei alkalischer Reaktion zwei 
Dissoziationsgrade 

Guanosin . . . < 3,5 3,5 — 7,5 7,6 

Adenosin . .. < 5.6 > 5,6 

eee Ss es < 6.0 6,0 — 10,0 


Die Nucleotide reagieren infolge der Phosphorséureanwesenheit stark 
sauer. Je nachdem aber der Basencharakter der Purinbase mehr oder 
weniger hervortritt, ist das Nucleotid mehr oder weniger polar. Besonders 
groBe Unterschiede treten bei saurem Milieu hervor. Man muB8 zwei Typen 
unterscheiden : 

Nucleotide, deren Purin- oder Pyridinbase eine NH,-Gruppe besitzt, 
und solche, die keine solehe Gruppe enthalten. 

Alle Nucleotide haben zwei ionisierbare H’, von der Phosphorsaéure 
her. Die Differenz in der Konstitution der Base kann auBer der NH,-Gruppe, 
eine Differenz in der Ladung bei hohen px. durch die Dissoziation (Levene 
und Simms) ihrer Hydroxylgruppe hervorgerufen sein. 


1 P. A. Levene u. H. S. Simons, J. of biol. Chem. 65, 1925. 
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Uber die Dissoziation der Adenylsiure und ihre Ladung wissen wir: 
Die totale Dissoziation des ersten H’ der Phosphorsaure erfolgt bei px 2,5. 
Die Dissoziation der NH,-Gruppe beginnt bei px 5,6 und wird vollstandig 
bei pu 2. Die Dissoziation des zweiten H’ der Phosphorsaure beginnt bei px 4. 

Bei pu 2,5 sind die Dissoziationen der NH,- und POH-Gruppen gleich 
Die Ladungen + und sind gleich. Oberhalb von px 5,6 fungiert die 
Adenylsaure als Saure. Die Guanylséiure, deren NH,-Gruppe bei pu 4 
zu dissoziieren beginnt, hat ihren Aquivalentpunkt bei po 1.5. Bei pu > 7 
unterscheidet sich die Guanylsiure von der Adenylsaiure dadurch, daB 
auch ihre Purinbase negativ geladen ist. 

Die Cytidinséiure zeigt ein anderes Verhalten. Die NH,-Gruppe 
dissoziiert von po 6 an. Der Aquivalentpunkt liegt bei pu 2,5. Nur von 
pu 11 an beginnt die Pyridinbase als Saéure zu fungieren. 

Im allgemeinen sehen wir aus den Tabellen und Kurven von Leven: 
und Simms, daB die Einfiihrung von Phosphorséure die Dissoziation det 
NH,-Gruppen bei dem gegebenen px verstarkt und ins alkalische Gebiet 
verschiebt, die Dissoziation der Hydroxylgruppe aber vermindert und auch 
zur alkalischen Seite verschiebt. 

Somit sehen wir, daB die Adenylséiure bei pH < 2,5 positiv, bei py 2.5 
neutral, bei po > 2,5 negativ geladen, aber polar gebaut ist, der Phosphor- 
siurerest ist negativ. die Purinbase traigt den positiven Pol. 

Die Guanylsiaure ist bei py < 1,5 positiv geladen, bei pu > 1,5 negativ 
mit einer Polarisation, die aber sehr schwach ist. Von + pu 7 verschwindet 
die Polarisation, die beiden Enden sind negativ geladen. 

Die Xanthylsaure ist bei allen px negativ geladen, bei pu, die alkalischer 
Reaktion entsprechen, sind die beiden Enden infolge der Dissoziation der 
OH-Gruppen der Purinbase negativ geladen. 

Die Ladung der Nucleinséiuren ist von vielen Autoren untersucht 
worden. Besonders miissen die Arbeiten von EF. Hammarsten', Feulgen?, 
L. Michaelis und Davidsohn*® sowie Bungenberg de Jong* zitiert werden. 
Hammarsten konstatiert in seiner ausfiihrlichen Untersuchung, daB die 
Nucleinsiure (Thymus) eine vierbasische Saure ist, deren A, = 4,3. 10-°, 
K, = 2,2.10-*, K,; = 5.10-5 und K, = 7,0.10-* sind. ([K, dissoziiert 
erst bei sehr kleinen cq und das vierte in der Nahe neutraler Reaktion 
(S. 393)°.] Bungenberg de Jong fand auch durch Viskositatsmessungen bei 
Anwesenheit verschiedener Salze, daB die Ladung der Nucleinsaéure bei 
PR 8 negativ ist. Michaelis ist anderer Meinung, er nimmt an, daB die 
Nucleinséure einen amphoteren Charakter besitzt. 

Wenn wir die Konstitution der Hefenucleinsiure betrachten. 
so sehen wir, daB dieser Kérper in Abhangigkeit vom py sehr verschie- 
denen Dissoziationen unterliegen kann. Einer Ionisation kénnen sowohl 
die Reste der Phosphorsiure als auch der Purin- und Pyrimidinbasen 


1 BE. Hammarsten, diese Zeitschr. 144, 383, 1924. 
2 R. Feulgen, Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe. Berlin, Born- 
trager, 1923. 

3 L. Michaelis u. Davidsohn, diese Zeitschr. 1912. 

4 H.G. Bungenberg de Jong u. Ong Sian Gwan, Kolloidchem. Beih. 
31, 1930. 

5 Hammarsten fand, daB zwischen px 2 und 3 nur ein- und zweiwertige 
Saureionen vorhanden waren (S. 395). 
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unterliegen. In alkalischen Lésungen ist die Dissoziation der Phosphor- 
siurereste total, die Purin- und Pyrimidinbasen fungieren je nach ihrer 
Konstitution neutral oder sauer. Die Nucleinsaure ist bei diesen py als 
eine starke Saure mit starker negativer Ladung anzusehen. In sauren 
Lésungen sind die Verhaltnisse aber ganz anders. Hier ist die Dissoziation 
der POH-Reste weniger ausgepragt, und es kommt hier noch die Disso- 
ziation der NH,-Gruppen von Adenin-, Cytosin- und Guaninresten 
dazu. Auf vier nicht stark dissoziierte Sauregruppen haben wir, bei 
bestimmten px, drei NH,-Gruppen. Solche Kérper, wo die zwei La- 
dungen stark hervortreten, miissen wir als Ampholyte ansehen, mit 
Uberwiegen der negativen Ladung, bis zu einem py, wo die negative 
Ladung zuriickgedrangt ist. Diese Interpretation, die sich schon teil- 
weise bei Michaelis und Dawidson, sowie bei Levene und Simms findet, 
erklart die Uniéslichkeit der Nucleinsiure bei stark saurer Reaktion. 
Das fast neutrale Molekiil der Nucleinsaiure ist im Wasser wenig léslich. 
Wenn es sich dem isoelektrischen Punkt nahert, erfolgt eine Ausfallung. 
Es ist schwierig, das py, wo die Aquivalenz der Ladungen erfolgt, ohne 
besondere elektrokinetische Untersuchungen zu bestimmen. In jedem 
Fall muB dies bei pq oberhalb von 1,5 erfolgen. Ob man, wie beim EiweiB, 
ein Molat A® erhalten kann, ist noch nicht nachgewiesen worden. 
Die Nucleinséure unterscheidet sich von den Ampholyten des 
EKiweiBtypus, wo die beiden Ladungen durch organische Gruppen 
hervorgerufen sind, dadurch, daf die Dissoziation des Phosphorsaure- 
esters auch in stark sauren Lésungen verbleibt. Sie kann also als ein 
stark saurer Ampholyt angesehen werden. Fiir diese Annahme brachten 
wir einige neue Argumente. Die opalisierende Nucleatlésung bei py 2 
ist durch Na, SO,-Zusatz ganz klar geworden, obwohl das py nur wenig 4 
verindert wird. Iu diesem Falle wirken die Na-loaen auf die Phosphor- 
siureionen, die SQO,-lonen aber auf die dissoziierten NH,-Gruppen. 
Die vorherige starke Opaleszenz ist unserer Meinung nach durch die 
kleine freie Ladung des Molekiils, durch die gegenseitige Ausladung 
der intramicellaren Gruppen PO~ und NH, hervorgerufen. Das zwei- 
wertige SO,-Ion wirkt stark auf die Ladung der NH,-Gruppe, das 
Na-Ion aber ruft in dieser Konzentration nur eine geringe Wirkung 
auf die PO--Gruppe hervor. Durch das zugesetzte Na,SO, mu eine 
VergréBerung der negativen Ladung erfolgen. Die Viskositatsmessungen 
bestatigten diese Behauptung. Auch der verschiedene EinfluB von 
HCl und CH,COOH auf die Léslichkeit der Nucieinséiure kann in der- 
selben Weise erklirt werden. Die HCl bewirkt schon bei minimalen 
Konzentrationen eine groBe Anderung des py. Es wird also in kleinen 


Mengen angewandt. Im Gegensatz dazu muff man viel Essigsiure 
zugeben, um das py zu andern. Die Anionen aber wirken stark auf die 
Herabsetzung der Dissoziation der positiven Gruppen. 
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Die Reaktion der Micelle der Nucleinsaure in saurer Lésung kénnen 
° ° ° r, ° ° ° y . . 
wir als die eines Zwitterions mit Uberwiegen der negativen Ladung 
bis pu — < 2 ansehen. 


Wenn wir alle diese Tatsachen mit denjenigen, die von uns im 
experimentellen Teil angegeben wurden, zusammenstellen, sehen wir, 
daB die Bindung zwischen der Nucleinsdéure oder ihren Abkémmlingen 
und dem Eiwei® nicht einheitlich betrachtet werden kann (Tabelle VII) 


Tabelle VI1. 


Bindungsfahigkeit. 





Substanz Pu - des I. P. 1. P. Pu > des I. P 


Kiweibgel. 


SB 2 + 0 0 
ae 5 Se See 0 + 
3. Guanosin .. eels + + 
4. Guanylsaure .. .. . + 0 (?) 0 
5. Xanthin + 
6. Xanthylsiure . 0 (?) 0 
7, bee whe +- + + 


5. Adenylsiure 
9. Cytidinsiure 
10. Nucleinsaure 


TTA 
$ 
t 


Eiweibsol. 


1. KH, PO, + 0 0 
4. Guanylsiure + 0 0 
6. Xanthylsaure. . /- aa 0) 0 
8. Adenylsiure .... . + + (?) 0 


Nur ein Teil der beobachteten Erscheinungen kann als eine hetero- 
‘ polare salzartige Bindung erklart werden. Dies sind: Die Bindung der 
Nucleinstiure und der phosphorylierten Nucleotide bei py, die niedriger 
als der isoelektrische Punkt des Ovalbumins liegen. Hier erfolgt eine 
salzartige Bindung zwischen der NH.- und PO--Gruppe der zwei 
Bestandteile. Noch beim isoelektrischen Punkt des Ovalbumins kann ein: 
Bindung von Nucleinsture, Adenylséure und Cytidinsdéure durch ein: 
Doppelsalzbildung erfolgen, wo auBer der erwihnten Reaktion noch die 
COOH-Gruppe des Ovalbumins mit den NH,-Gruppen des Adenins 
oder Cytosinrestes sich binden kénnen. (Das NH, der Adenylsaure 
und der Cytidinsaéure ist noch bei pq = 5,6 dissoziiert.) 

Die Guanin, Hypoxanthin oder Xanthin enthaltenden Nucleotide 
miissen ausgeschlossen werden, da sie bei diesem px keine dissoziierbaren 
NH,-Gruppen enthalten. 

Diese Betrachtungen sind in bester Ubereinstimmung mit den 
erhaltenen Ergebnissen. 
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Alle anderen beobachteten Bindungen sind nicht chemischer Natur. 
Zu diesen gehéren: Jede Bindung zwischen dem Eiweif und den freien 
Purinen oder Nucleosiden und alle Bindungen, die mit den phosphor y- 
lierten Korpern bei py > isoelektrischer Punkt des Ovalbumins konstatiert 
wurden. 


Fir diese Annahme sprechen sowohl! die theoretischen Betrachtungen 
als auch die experimentellen Daten. Alle besprochenen Substanzen 
besitzen keine dissoziierten Gruppen, die eine positive Ladung tragen. 
Das als Sol angewandte Ovalbumin tritt mit den untersuchten Kérpern 


— 


iihberhaupt nicht und mit den Nucleotiden nur bei py bei S isoelektrischer 
Punkt in Bindung. 


Wir wollen noch auf eine interessante Erscheinung aufmerksam 
machen. Nicht alle Nucleotide binden sich mit dem geronnenen Eiwei® 
bei pu > isoelektrischer Punkt, aber alle Nucleoside und Purine (ein- 
schlieBlich der Harnsaiure!). In der Gruppe der untersuchten Nucleotide 
traten in Bindung bei pg > 5 Adenylsiure und Cytidinsiure. Die Guany]l- 
siure und Xanthylsiure sowie die Nucleinsiure geben auch mit dem 
geronnenen EiweiB keine Bindung. Dieser Unterschied kann in folgender 
Weise erklart werden. Die Guanylsiure und Xanthylsaiure sind Kérper, 
deren beide Enden negativ geladen sind —- Phosphorreste — Purinrest 
(von pa 7 an). Die Adenyl- und Cytidinsiure haben aber keine disso- 
ziationsfahige saure Gruppe in dem Purin- oder Pyridinbestandteil 
bei pu 7 bis 8. Sie sind also, besonders die Adenylsaure, stark polare 
Verbindungen, deren negativer Poi durch die Phosphorsaéure reprasentiert 
ist; die Purinbase fungiert als positiver Pol. Diese Unterschiede in 
der Konstitution erkliren die Differenz zwischen dem Verhalten der 
verschiedenen Nucleotide. Sie geniigen aber nicht, um die Bindungs- 
fihigkeit des Guanosins bei py 9,0 zu erkliren. In diesem Falle, wie den 
Systemen Eiweib-Harnsaure, finden wir eine Bindung von zwei negativ 
geladenen Korpern. 

Auch die Bindung von Guanosin und Adenosin bei pa 3 gehért 
zu diesen unaufgeklarten Bindungen. Wir diirfen aber nicht vergessen, 
daB die Bindung nur mit dem koagulierten EiweiB erfolgt und daB die 
Purine zu den stark polaren Kérpern gehéren. 

Da das Guanosin noch bei py 2,3 in Bindung tritt, ist es aus- 
geschlossen, daB hier ein Doppelsalz entsteht. 

Die Liste der untersuchten phosphorhaltigen Substanzen, die mit 
dem Eiwei8 in Bindung treten, und wo sowohl die Konzentration des 
EiweiBes wie der Phosphorsubstanzen sehr ahnlich und stets bekannt 
waren, erlaubt uns, die Menge des Phosphors dieser Substanzen, die 


1 vy. Przylecki, Grynberg u. Szrajber, diese Zeitschr. 244, 190, 1932. 
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durch 1 g EiweiBbgel gebunden wird, zu vergleichen. Zum Vergleich 
wurden KH, PO,, Hexosediphosphorsaure und verschiedene Nucleotide 
bei pu 3 angewandt. Alle Werte sind als P,O, berechnet (Tabelle VII) 


Tabelle VIII. 


P,O,; in Milligramm der verschiedenen Substanzen, die durch | g EiweiBye! 
gebunden werden. 





Substanz PH P mg in P,O; berechnet 
i a ee 3,0 1,3 
CO ee ae ae eee 3,0 0.2 
Hexosediphorsaures Mg... .. . 3,0 1,7 
IS, he kk rs ee 3,0 2,2 
ee ee eee 3.0 3.1 
Se ee ee 3,9 4.0 
eee ee 4.0 4,7 — 1,2 


lg EiweiB bindet 13mg P,O, aus KH,PO,, 0,1 mg P,O; von 
Amylopektin, 1,7 mg von Hexosediphosphorsiure. Alle Nucleotide 
werden in gréBerer Menge als KH,PO, gebunden. Am starksten wird 
von den Nucleotiden die Guanylsiure gebunden. Auf 1 g Eiweib ent- 
fallen 4mg P,O,, dann folgt die Xanthylsiure mit 3,1 mg und die 
Adenylsaiure mit 2,2 mg P,O,;. Diese Differenzen stammen wahrschein- 
lich erstens von der N H,-Anwesenheit, also vom amphoteren Charakter 
eines Teiles der Nucleotide, zweitens aber von der Léslichkeit derselben. 
Und die gréBere Bindungsfahigkeit der Xanthylsiure gegeniiber der 
Adenylsiure kénnte man durch die gréBere Ladung der Xanthylsaure, 
die keine dissoziierende NH,-Gruppe enthalt, erklaren. Die gréBere 
Bindung der Guanylsiure als der Adenylsiure kénnen wir teilweise 
durch die verschiedene Dissoziation der N H,-Gruppen dieser Nucleotide 
(Levene und Simons) erklaren. Es ist aber unstatthaft, die Differenz 
nur durch eine verschiedene Dissoziation der Aminogruppe bei dem 
gegebenen py zu erklaren. Es wird fast zweimal so viel Guanylsaure 
als Adenylsiure gebunden. Die gebundene Menge der Guanylsaure 
ist auch gréBer als diejenige der Xanthylsiure. Wir erinnern aber, 
daB die Léslichkeit der Guanylsiure bei dem angewandten px viel 
kleiner ist und daB diese Saure eine Tendenz zur Bildung kolloidaler 
Lésung zeigt. 


Die Menge der Phosphorionen der Nucleinsaiure, die in Bindung 
treten, ist nicht so klar bestimmbar. Wenn wir nur die Werte, die bei 
px 4,0 erhalten wurden, zu unseren Betrachtungen heranziehen, so 
sehen wir, daB die Menge der Nucleinsaure, die auf 1 g EiweiB gebunden 
wird, 4,7 mg P,O, entspricht. Es ist aber sehr plausibel, daB nur ein 
oder zwei P-Reste von den vier anwesenden sich mit dem Eiweif binden. 
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Das Verhalten der Nucleinsiure bei verschiedenen py zeigt, daB die 
Bindung EiweiBgel—-phosphorhaltige Substanz mehr von der Polari- 
sation der Komponenten als von der TeilchengréBe abhingt. Bei py 7 
erfolgt keine Bindung mit der kolloidalen Nucleinséiure, obwohl das 
Kristalloid Adenylsdure eine starke Bindungsfahigkeit aufweist. 


Der Vergleich zwischen der Bindung der Nucleotide mit dem Eiweib- 
sol und -gel lehrt, daB durch das geronnene EiweiB viel gréBere Mengen 
gebunden werden. Auch die Verhaltnisse zwischen den verschiedenen 
Nucleotiden sind verschieden. Das geronnene EiweiB gab das Ver- 
haltnis Guanylsaure : Xanthylsiure : Adenylsiure = 1,82: 1,41: 1,00, 
das ungeronnene aber 2,61 : 1,82: 1,00. 

In beiden Fallen ist die Bindung von Guanylsiure am gréBten, 
diejenige der Adenylsiure am kleinsten. 

Das Verhaltnis zwischen der durch | g EiweiB gebundenen Menge 
bei EiweiBgel und -sol ist fiir die Xanthylséure 3,1: 0,33, also fast 
wie 10: 1. 

Wie kénnen wir die Differenz der Sol- und Gelbindungen des 
KiweiBes erkliren ? 

Wenn wir die Solbindung von KH,PO, und _ verschiedenen 
Nucleotiden vergleichen, sehen wir, daB die Unterschiede in der ge- 
bundenen P-Menge nicht groB sind. Bei dem Gel aber treten gréBere 
Differenzen auf. Im ersten Fall spielt die Ladung und die ionisierte 
Gruppe die gréBte Rolle, in dem zweiten Fall (EiweiBgel) treten auch 
andere Momente auf, und zwar bestehen die Unterschiede in: 

1. Einer VergréBerung der gebundenen Menge.  Besonders div 
organischen Verbindungen werden in gréperen Mengen gebunden. Das 
Verhaltnis der gebundenen Mengen bei KH, PO, bei EiweiBsol und -gel 
ist 1:2, bei den Nucleotiden 1:8 bis 1: 10*. 

2. Das Eiweifsol weist in den Systemen, wo verschiedene Ladungen 
der Komponenten existieren, eine Bindung auf, und zwar in unserem 
Falle E° N~ oder E’ _N. Es kénnen auch Bindungen, wo Komplexsalze 
entstehen, mit dem EiweiBsol auftreten (Pauli und Goigner'). 

Das Eiweifgel tritt in Bindung mit Substanzen, deren Ladung Null 
ist oder dasselbe Zeichen besitzt, wie die Ladung des Eiweifes, wobei E 
mit Purinbasen und Nucleosiden, deren NH,-Gruppe bei gegebenem px 


* Auch Pauli und Matula (Wo. Pauli u. J. Matula, diese Zeitschr. 
S80, 187, 1917) konstatierten, daB die Menge des gebundenen Ag bei be- 
stimmten Konzentrationen beim koagulierten EiweiB gréBer ist als beim 
EiweiBsol. Die maximale in Bindung tretende Menge war aber vom Dis- 
persionszustand unabhangig. Bei unseren Experimenten konstatierten wir, 
daB auch die maximal in Bindung tretenden Mengen verschieden sind. 

1 Goigner u. Pauli, diese Zeitschr. 235, 271, 1931. 
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stark dissoziiert ist, gebunden sein kénnen. Dasselbe beobachteten 
wir bei den Systemen E~ + Amylopektin (py > isoelektrischer Punkt 
des Ovalbumins) oder E~ — Harnsaure~ (px > 6). 

Alle diese Tatsachen zwingen uns zu der Annahme, daf das Eiwei; 
sehr verschiedene Eigenschaften, was die Bindungsfdhigkeit betrifft. 
in Abhangigkeit von seinem Dispersionszustand aufweist. 

Die Eigenschaften des Eiweibes werden durch die Hitzekoagulation 
in zweifacher Weise verandert. Es erfolgt eine Verminderung der Dis- 
persion mit einer starken VergréBerung der Oberflache  einzelner 
Teilchen und mit Entstehung groBer Mengen von kapillaren Raumen 
zweitens erfolgt eine Anderung der chemischen Konstitution, die nach 
Pauli', Robertson? und Hendrix und Wilson* als eine Kondensation 
von NH,- und COOH-Gruppen durch Wasseraustritt zu betrachten 
ist*. Wenn diese Annahme richtig ist, so ware die Ladung derselben 
EiweiBmenge, die auf dasselbe py gebracht wird, beim koagulierten 
Svstem geringer als beim Eiweifsol. 

Welche Momente, die das so verschiedene Verhalten von Sol und 
Gel hervorrufen, eine Rolle spielen, ist schwer zu entscheiden. 

Das Sol, mit der Ultrafiltrationsmethode untersucht, zeigt Bin- 
dungen, die mit den angewandten Koérpern nur zum _heteropolaren 
Typus gehéren. Die labilen Verbindungen kénnen nicht nachgewiesen 
werden. Da die Ultrafiltration sich von der bei den Gelsystemen an- 
gewandten Filtration nur durch die PorengréBe der Filter unterscheiden, 
miissen wir (bei den Gelsystemen) annehmen, daB beim Sol entweder 
keine Bindung oder eine so labile entsteht, daB sie durch unsere Methode 
nicht nachweisbar ist. Es kann also sein, daB die EiweiBteilchen mit 
den polaren Kérpern, wie die Purine, Nucleoside usw., in der Lésung 
in bestimmten Lagen zueinander liegen. Solche Bindung kann os- 
nrotischen Kraften nicht widerstehen. Fiir diese Méglichkeit sprechen 
die Experimente von Pauli® und Handovsky® mit EiweiB und 
Coffein. 

Durch das Koagulieren des EiweiBes erfolgen Anderungen, wie Ver- 
starkung der Bindung oder Hervortreten schwerléslicher Verbindungen 
Hineintreten der N-Substanzen in die Kapillarraume, VergréBerung 
der Oberflichenkrafte (Adsorption) usw., die die Bindung stabilisieren 
oder sie hervorrufen. 


1 Wo. Pauli, Kolloidzeitschr. 53. 1930. 

2 Robertson, Physik. Chem. d. Proteine 1912, Dresden, Leipzig. 

3 B. M. Hendrix u. V. Wilson. J. of biol. Chem. 79, 1928. 

4 Bei Entfernung vom isoelektrischen Punkt verschwindet dies« 
chemische Differenz (Pauli). 

5 Wo. Pauli, diese Zeitschr. 202, 337, 1928. 

® Handovsky, ebenda 25, 510, 1910. 
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Die Bindung von Substanzen derselben Ladung kénnte man auf 
zweierlei Weise erklaren. Die VergréB®erung der Felder, wo keine ioni- 
sierten Gruppen anwesend sind, erleichtern eine Bindung zwischen 
zwei Komponenten der Ladung desselben Zeichens, oder aber die Bindung 


erfolgt zwischen den ionisierten Gruppen der EiweiBkérper und den 


polaren unionisierten Gruppen der anderen Substanz. 

Die Untersuchungen, die mit der Adenylsdiure ausgefiihrt waren, 
zeigen, daB die py-Kurve der Bindung nicht immer Schliisse iiber die 
\bhingigkeit der Bindung von der Ladung der Komponenten geben 
kann. Die Bindung EiweiBgel—-Adenylsaiure ist vom py unabhangig. 
Bis pu 5 erfolgt aber eine salzartige Bindung, bei py > 5 ist ihre Natur 
unbekannt. Somit miissen wir unseren SchluB iiber die Bindung der 
\mylose bei py < 5 als nicht ganz nachgewiesen ansehen. Es kann 
sein, da die Amylose bei diesem py negativ geladen ist [Przylecki und 
Dobrowolska (unver6ffentlicht)}, ein Teil der Bindung doch salzartiger 
Natur ist. 

Unsere Experimente lehren, daB die Feststellungen, die bei der 
3indung von Gel erhalten wurden, keine Schliisse tiber das Verhalten 
des Sols zu ziehen erlauben. 

Hiermit miissen wir uns die Frage stellen, ob die nachgewiesene 
Bindung EiweiBgel—Amylose und Eiwei8— Amylopektin bei pg > iso- 
elektrischer Punkt des Ovalbumins, auch wenn das EiweiB als Sol 
angewandt wird, erfolgt. Bungenberg de Jong}, der den EinfluB der 
Polysaccharide auf die Viskositat der EiweiBkérper analysierte, konnte 
bei pa > isoelektrischer Punkt keine Anderung der Viskositét nach- 
weisen. Moglicherweise tritt auch hier nur eine sehr schwache Bindung 
ein. Die Experimente von Fr. Targonska? zeigten aber, daB die Starke 
bei px 7 einen groBen EinfluB auf das Aggregieren der Gelatine aufweist. 
Wir diirfen auch nicht vergessen, daB die beiden Komponenten Amylo- 
pektin und EiweiB Kolloide mit langgestreckten Teilchen sind. Dies 
verstarkt die Bindung, auch wenn die beiden Komponenten im Sol- 
zustand anwesend sind. Auch die Tatsache, daB die Amylopektin- 
suspension mit EiweiBsol bei px 7 in Bindung tritt®, spricht fiir eine 
Bindung der Kérper, wenn beide im Solzustand untersucht werden. 


1 Bungenberg de Jong u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 212, 318, 1929; 
221, 392, 1930. 

2 Targonska, unver6ffentlichte Arbeit. 

8 Przylecki u. Dobrowolska, diese Zeitschr. 245, 388, 1932. 











Die optische Aktivitat des Blutfiltrats. 
I. Mitteilung: 


Uber die Methodik der Herstellung und Untersuchung von Blutfiltraten, 


Von 


Hans Norbert Naumann. 
(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1932.) 


Gegentiber der Bestimmung des Reduktionsvermégens spielt die 


Polarisation des Blutfiltrats bisher eine untergeordnete Rolle, da infolge 


der durch die schwache Drehung des Filtrats bedingten Schwierig- 
keiten die Methode im Gegensatz zur Harnpolarisation praktisch zu 
kompliziert ist. Handelt es sich dagegen um qualitative Untersuchungen 
iiber die Natur der reduzierenden Substanz, so ist die Bestimmung der 
Drehung neben der der Garung von wesentlicher Bedeutung. 

Aus neuerer Zeit liegen eine Reihe von Untersuchungen iiber 
Blutpolarisation mit zum Teil recht widersprechenden Angaben vor, 
die die Notwendigkeit einer einwandfreien methodischen Grundlage 
erkennen lassen unter sorgfaltiger Ausschaltung der Fehlerquellen. 

_ Es mégen daher die drei Teilaufgaben zur Lésung des Problems, Her- 
stellung eines fiir die optische Untersuchung geeigneten Blutfiltrats. 
ausreichend genaue Bestimmung von Drehung und Reduktion im ein- 
zelnen untersucht werden. Zur Gewinnung eines geeigneten Blut- 
filtrats ist die Entfernung des EiweiBbes, Einengen und Klaren der 
Lésung erforderlich. Die Entfernung des EiweiBes kann vorgenommen 
werden durch Ultrafiltration, Dialyse oder Fallung. Ubereinstimmend 
mit den Resultaten von Richter-Quittner!, Rusznyak'! und Zsigmondy' 
erweist sich die Ultrafiltration fiir die Zuckeranalyse unbrauchbar 
wegen Adsorption von Zucker an das Filter bzw. an die disperse Phase 
Nach eigenen Versuchen spielt die Abgabe reduzierender Substanzen 
anscheinend eine noch wesentlichere Rolle bei manchen Membranen 


1 Richter-Quittner, diese Zeitschr. 104, 106, 1921; Ruszn yak, ebendaselbst 
113, 52, 1921; Zsigmondy, ebendaselbst 171, 198, 1926. 
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Wie aus Tabelle I ersichtlich, erhalt man bei Filtration einer 0,1° igen 
Glucoselésung durch ein hamoglobindichtes Ultrafilter! und 15maligem 
Nachspiilen mit Wasser schlieBlich die dreifache Reduktion der gesamten 
filtrierten Glucosemenge. Selbst 16 Stunden langes Auswaschen mit 
Wasser von 60 bis 70° geniigt nicht, um die reduzierenden Substanzen 
ganz zu entfernen. Bei den Eisessig-Kollodiumfiltern scheint die Ad- 
sorption die gréBere Rolle zu spielen (Tabelle I, Spalte 5}. Ahnlich 
diirften die Dinge bei den Dialysiermembranen liegen, die ja aus dem- 
selben oder aihnlichem Material bestehen, aber nicht besonders unter- 
sucht worden sind. Aber selbst bei Ausschaltung dieser Fehler wire 
das Verfahren wegen des jedenfalls erforderlichen quantitativen Heraus- 
spiilens der Glucose aus den Membranen angesichts der geringen 
Filtrations- bzw. Diffusionsgeschwindigkeit auBerst zeitraubend. Es ist 
schlieBlich zu beriicksichtigen, daB der einzige etwas hypothetische 
Vorteil der schonenden Behandlung der zu untersuchenden Substanzen 
belanglos ist, wenn es sich um Vergleichsuntersuchungen unter gleichen 
oder wenigstens ahnlichen Bedingungen handelt. 

Zur Entfernung des EiweiBes kommen demnach fiir Blutzucker- 
untersuchungen nur die Fallungsmethoden in Betracht. Den an eine 
Fallungsmethode zu stellenden Forderungen: Schonung der Glucose durch 
Vermeidung von Temperatureinwirkung oder eingreifenden chemischen 
Operationen, Ausschaltung der Beeinflussung von Drehung und Reduktion 
durch die in Lésung gehenden EnteiweiBungsreagenzien?, Erzielung 
optimaler Filtratausbeute und Filtrationsgeschwindigkeit und Einfachheit 
der Reaktion, werden am meisten gerecht die Verfahren von Michaelis- 
Rona, Folin-Wu und die Zinkfallung in der Somogyischen* Modifikation. 
Ein Nachteil des Michaelis-Ronaschen Verfahrens ist darin zu erblicken, 
daB es wegen des Eisengehaltes des Filtrates fiir die Hagedorn-Jensensche 
Zuckermethode ungeeignet ist im Gegensatz zur Folin-Wuschen Ent- 
eiweiBung, die allerdings héhere Werte liefert als die Zinkfallung*. Es ist 
ferner zu bemerken, daB die Folin-Wuschen Reagenzien fiir eine vollkommene 
EnteiweiBung haufig nicht ausreichen* und daher besser statt der vor- 
geschriebenen mit dem Blutvolumen iibereinstimmenden Volumina das 
l,lfache Volumen der Reagenzien anzuwenden ist. Den gréBten Vorteil 
diirfte die Somogyische Methode bieten hinsichtlich Filtratausbeute, 
Filtrationsgeschwindigkeit und Klarheit des Filtrats. 

Die bei der Dialyse und Ultrafiltration erwihnten Fehlerquellen, 
Abgabe reduzierender Substanzen durch das Filter und Adsorption von 
Glukose an das Filter und den EiweiSniederschlag, findet sich nun 


1 Verwandt wurde ein Ultra-Feinfilter ,.feinst‘’ von 15¢em Durch- 


messer. 

2 H. N. Naumann, diese Zeitschr. 242, 259, 1931. 

3 Somogyi, J. of biol. Chem. 86, 655, 1930; S87, 399, 1930; Tompsett, 
Biochem. J. 24, 1164, 1930; Fontés u. Thivolle, Bull. soc. chim. biol. 12. 
264, 1930; Bigwood u. Wuillot, C. r. soc. biol. 104, 329. 

4 Somogyi, J. of labor. a. clin. med. 12, 800, 1927. 
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auch bei gewohnlicher Filtration, wenn auch in weit geringerem Grade. 
Beobachtungen itiber Abgabe reduzierender Substanzen durch iibliche 
Filter und Bangsche Filterblittchen sind 6fter mitgeteilt worden. 
Wie aus Tabelle I, Spalte3 und 4 hervorgeht, kann durch die redu- 
zierenden Substanzen aus einem geharteten Filter von 15 em Durch- 
messer etwa 6°, zuviel Glucose gefunden werden. Dieser Fehler ist 
jedoch leicht auszuschalten durch Verwendung ausgekochter bzw. 
2 Stunden mit Wasser von 60° ausgewaschener Filter oder kauflicher 
mit HCl und HF extrahierter Filter’. Eine Adsorption von Glucose 
an das Filter, die auch nach Petschacher® zu vernachlassigen ist, konnte 
an extrahierten Filtern nicht festgestellt werden. Dagegen kénnen 
durch Adsorption von Glucose an den Eiweifniederschlag* bzw. durch 
ungleichmaBige Verteilung der gelésten Substanzen im Niederschlag 
und Filtrat erhebliche Fehler bis etwa 10°,, nach Petschacher bis 8°.,, 
bei der Folin-Wuschen EnteiweiBung entstehen. Zur Ausschaltung 
dieser Fehlerquelle ist geniigend haufiges Nachwaschen des Nieder- 
schlages und zwar 15mal mit je 10 bis 20 ccm Wasser, Extrahieren 
des trockenen Niederschlages und nochmaliges Nachwaschen erforderlich. 
Dieses etwas umstandliche Verfahren ist auch insofern genauer als die 
Verarbeitung eines aliquoten Teiles des ersten Filtrats, als Fehler durch 
Verdampfung und Abmessung des Filtrats vermieden werden’. 

Im allgemeinen wurde zur Herstellung des Blutfiltrats das folgende 
Verfahren angewandt. 10 ccm Blut werden aus einer auf FinguB geeichten 
Pipette quantitativ herausgespiilt, mit den EnteiweiBungsreagenzien 
versetzt und durch ein extrahiertes, gehirtetes Filter von 15em Durch 
messer mittels Seaugfiltration filtriert. Nach limaligem Nachwaschen 
mit 10 bis 20 cem H,O wird der trockene Riickstand im Mérser mit Wasser 
verrieben, durch dasselbe Filter filtriert und fiinfmal nachgewaschen®. 
Ist das Filtrat triibe, wird nochmals filtriert und nachgewaschen. Das 
Gesamtfiltrat wird dann im Vakuum bei etwa 20° fast bis zur Trockne 
eingedampft ®, in ein Abdampfschalchen iibergesptit und weiter im Faust- 
Heinschen Apparat oder im geheizten Vakuumexsikkator® bei etwa 30° 
wiederum bis fast zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird schlieBlich 


1 Filter 589c der Firma Schleicher u. Schill. Das starkefreie Filtrier- 
papier der gleichen Firma Nr. 581 wurde nicht gepriift. 

2 Petschacher, diese Zeitschr. 142, 370, 377, 1923. 

3 Cascao de Anciaes u. Trincao, C. r. séanc. soc. biol. 98, 1003, 1928. 

* Quantitatives Nachwaschen ist erforderlich bei gleichzeitiger Unter- 
suchung verschiedener Filtrate. Bei Vergleichsuntersuchungen von Reduk- 
tion und Drehung eines Filtrats ohne Riicksicht auf die absolute Quantitat 
genligt die Verarbeitung eines aliquoten Teiles des ersten Filtrats. 

5 Benutzt wurde die friiher beschriebene Vakuumapparatur unter 
den angegebenen Kautelen, insbesondere der Heizungsdrosselung gegen 
Ende der Verdampfung (H. N. Naumann, diese Zeitschr. 216, 136, 1929: 
217, 409, 1930; Die Chem. Fabrik 8, 505, 1930; 4, 4, 1931). 

® H. N. Naumann, diese Zeitschr. 216, 156, 1929. 
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in ein 5- oder 10-cem-MeBk6lbchen iiberspiilt. Die Klarung erfolgt durch 
Sedimentieren oder Zentrifugieren und nur ausnahmsweise durch Zusatz 
von Bleiacetat. Die Lésung ist klar, meist schwach gelblich und ohne 
Saurezusatz vor dem Einengen alkalisch. 

Eine sehr genaue Polarisation des eingeengten Filtrats wird er- 
méglicht durch die friiher angegebene verfeinerte polarimetrisch: 
MeBtechnik! mittels der beschriebenen Apparatur der Firma Schmidt 
u. Haensch?. 

Was nun die Bestimmung des Reduktionsvermégens betrifft 
so diirfte unter den zahlreichen Mikromethoden diejenige von Hagedorn- 
Jensen wegen gréBter Genauigkeit und Einfachheit den Vorzug ver- 
dienen. Zur Erreichung guter Resultate sind jedoch eine Reihe Vor- 
schriften streng zu beachten. Zunachst ist zu bemerken, daB dic 
Empfindlichkeit durch Titration in etwa 11 cm _ hoher Schicht 
unter Benutzung gewoéhnlicher Reagensgliser erheblich gesteigert 
werden kann. Der Farbumschlag ist hierdurch so scharf erkennbar, 
daB auf etwa 0,005 ccm n/200 Thiosulfatlésung genau titriert werden 
kann. Das Durchmischen nach jeweiligem Zulauf der Titerfliissigkeit 
geschieht am besten durch Umschiitteln nach lockerem Verschluli 
mit einem Gummistopfen. Vorteilhaft fiir die Erkennung des Umschlags- 
punktes ist ferner die Zugabe frischerer, konzentrierterer Titerlésung, 
die im allgemeinen nicht langer als 2 Monate brauchbar ist*®. Weiterhin 
ist von Bedeutung, daB bei hohem Jodgehalt, wie beim Leerversuch, der 
Sauregehalt haufig nicht ausreicht, um alles Jod frei zu machen. Statt 
der vorgeschriebenen 2 ccm 3°, igen Essigsiure ist daher ein starkerer 
Saurezusatz zweckmaBig und zwar in Form eines Tropfens konzen- 
trierte H,SO,, um gleichzeiti das Volumen zu beschranken4, 


Ein prinzipieller Einwand ist neuerdings von Kramer und Steimer® 
gegen die Hagedorn-Jensensche Methode erhoben worden. Die Autoren 


1 H.N. Naumann, diese Zeitschr. 220, 217, 1930; 221, 225, 1930; 
222, 407, 1930; 229, 269, 1930. Eine komplizierte Methode mittels photo- 
graphischer Registrierung und photometrischer Auswertung ist von Meyer 
angegeben (Nederl. tijdschr. v. Geneesk. 2, 3503, 1930). 

2 Fiir die mir auch fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellte Apparatur 
spreche ich der Firma Schmidt u. Haensch, Berlin, meinen besten Dank aus. 

3 Als einfachste Vorrichtung zur Aufbewahrung der Thiosulfatlésung 
kann eine Spritzflasche dienen, die statt des Spritzrohres ein Natron-Kalk 
rohr besitzt. 

4 Als wichtiges methodisches Hilfsmittel sei die von Hagedorn-Jensen 
angegebene Eichung der 0,1-cem-Pipette mittels des iiblichen Titerversuchs 
unter Verwendung einer zehnfach konzentrierten KJO,-Lésung und Ver 
gleich mit einer geeichten 2-cem-Pipette erwahnt (diese Zeitschr. 137. 
92, 1923). Empfehlenswert ist die Anstellung eines Kontrollversuchs mit 
etwa 3 Monate haltbarer 0,1 °,iger Glucoselésung in 0,3°,iger Benzoesiure 
und eines Leerversuchs in 0,3 °,iger Benzoeséiurelésung. 

5 Kramer u. Steiner, Biochem. J. 25, 161, 1931. 
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bestreiten die Richtigkeit der Hagedorn-Jensenschen Tabelle und geben 
an, da8 der Zuckergehalt proportional ist der Formel: 0,01 mg Glucose 

0,053 cem n/200 Thiosulfatlébsung mit einem Geltungsbereich von 25 
bis 300mg. Wie die Nachpriifung' mit reinen Glucoselésungen ergab 
(siehe Tabelle Il), konnten die Kramer-Steinerschen Angaben nicht bestatigt 
werden, wohl aber die Giiltigkeit der urspriinglichen Hagedorn-Jensen- 
schen Werte. 


Tabelle IT. 
Vergleichende Untersuchung iiber die Giiltigkeit der Hagedorn-Jensen- 
schen und Kramer-Steinerschen Reduktionswerte von reinen Glucose- 
l6sungen. 











s Sin ES w 
SS Titrationswerte in cem cf : z a2 2 
der Losungen n/200 Nay S03 a s 2 : S 
s\2i3 &|< 
mg-9/9 mg-° 
300 0,25 0,24 0,21 0,23 0,012 | 303 |+1) 309 + 3 
250 0,49 0,48 0,50 0,49 0,006 250 +0 260 +4 
200 0,73 0,76 0,74 0,73 0,009 204 +2) 215 +38 
150 1,02 1,01 1,02 1,01 0,003 153 +2 162 +7 
100 1,34 1,33 1,33 -- 97 -8' 102 +2 
75 1,49 1,41 1,47 1,45 0,024 7 +0 79 ‘+ 5 
50 1,58 1,54 1,58 1,60 1,61 1,57 0,012 53 +6 57 +14 
25 1,74 1,76 1,75 1,72 1,76 =1,78 0,008 25 +0 26 +4 
Leerversuch 1,90 1,88 1,99 1,90 1,88 1,87 0,005 — —j|| - 


Wird die vergleichende Reduktionsbestimmung nicht in dem fiir 
die optische Untersuchung hergestellten Filtrat, sondern im Blut 
direkt ausgefiihrt, so sind auch hier die oben erwahnten Filtrationsfehler 
zu beriicksichtigen. Ganz besonders groB sind diese Fehler bei An- 
wendung des urspriinglich vorgeschriebenen Wattefilters, das nach 
Folin? nicht quantitativ ausgewaschen werden kann und nach Kramer- 
Steiner® bis 22 mg Glucose zuriickhalten kann. Die Originalvorschrift 
der Wattefiltration diirfte aber kaum allgemeinere Anwendung ge- 
funden haben, da kein Grund ersichtlich ist, von der Benutzung der 
iiblichen Papierfilter abzuweichen. Durch Abgabe reduzierender Sub- 
stanzen durch gewéhnliche Filter von 7 cm Durchmesser kann 10°, 
zuviel gefunden werden (s. Tabelle 1, Spalte 1 und 2) und noch weit 
mehr bei warmer Filtration, also bei ungeniigender Kiihlung der ent- 
eiweiBten Lésung. Es sind auch hier gewaschene oder extrahierte 


1 Es wurde mit amtlich geeichten MeBgeraten gearbeitet. 
2 Folin, J. of biol. Chem. 83, 121, 1929. 
3 Kramer u. Steiner, |. c. 
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Filter, wie 


H. N. Naumann: 


oben erlautert, zu verwenden. 


Wie weiter aus Tabelle | 


hervorgeht, ist fiinfmaliges Nachwaschen des Niederschlages mit je 
2ccem Wasser erforderlich, um die gesamte reduzierende Substanz 


quantitativ ins Filtrat zu spiilen. 


Bei Beachtung der angegebenen 


Vorschriften betragt die Fehlergrenze! bei je drei Bestimmungen im 





Tabelle Ill. 
Fehlerquellen bei Bestimmung der Drehung und Reduktion von Blut 
filtraten. 
: Absolute Fehler ergy mace endl mee 
Bezeichnung der Fehlerquellen in Grad und mg Hieteuskericoneen- 
Gtnense tration von 0,1 
Rohrreflexe . ; etwa 0,01° etwa 18% 
Deckglasspannung . : bis , 0,03° bis , 54% 
Nullpunktsschwankung . 0,01° 18 % 
; Fehler durch Differenz der 
Fehlerquellen seal Scherennhte 
sl optise ven Schwerpun 
: verschiedener Na-Licht- 
Polarisation | quellen . hee | oe bis . 100°, 
Subjektive Fehler... . - : 
| Beeinflussung der Drehung 
und Mutarotation 0,005° o 5° 
Filtrationsfehler 
Reduzierende Substanzen 
Fehlerquellen aus dem Filter . : 0.01 mg 10° 
bei der Re- Adsorption yon Glucose 
duktion nach an Filter und Eiweib- 
Hagedorn- niederschlag bzw. un- 
Jensen gleichmabige Verteilung 
, der Glucose in Filtrat 
und Niederschlag . . 0,005 mg 5% 
Filtrationsfehler 
Reduzierende Substanzen 
aus dem Filter . 1.5 mg > 15% 
Adsorption von Glucose 
Fehlerquellen an Filter und Nieder- 
bei der schlag bzw. ungleich- 
Herstellung maBige Verteilung der 
von Filtraten Glucose in Filtrat und 
aus 10 cem Niederschlag 0,3 mg 2 3% 
Blut Messungsfehler ee < 0,4°, 
Verluste beim Uberspiilen <i1% 


! Fehler 





Temperaturschadigungen 
der Glucose beim Ein- 
dampfen 


durch Beeinflussung der 


im Filtrat geléste Substanzen mogen 
werden. 


Glucosereduktion 
an anderer Stelle 


durch andere 


beriicksichtigt 
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Haupt- und Leerversuch etwa je 0,01 ccm n/200 Thiosulfatlésung 
etwa 0,004 mg Glucose, entsprechend einem Fehler von 4°, bei 
normalem Blutzuckergehalt'. 


Um eine Vorstellung von den gesamten Fehlerméglichkeiten bei 
vergleichenden Bestimmungen der Drehung und Reduktion des Blut- 
filtrats zu erhalten, mége Tabelle II] dienen. Die gréBten Fehler ent- 
stehen, wie schon an anderer Stelle ausfiihrlich dargelegt?, durch 
mangelhafte polarimetrische MeBtechnik und zwar bis 100°, bei Nicht- 
bericksichtigung des optischen Schwerpunktes verschiedener Licht- 
quellen und bis 50°, durch Nichtbeachtung der Deckglasspannung. 
Die durch Rohrreflexe und Nullpunktschwankungen entstehenden 
Fehler kénnen immerhin noch bis 18°, betragen. Es folgen dann die 
Filtrationsfehler mit 5 bis 15°, und Fehler infolge Nichtbeachtung 
der Mutarotation mit 5°.,, wihrend die Fehler bei der Volumenmessung, 
durch Verluste beim Uberspiilen der Lésungen und durch Temperatur- 
schadigung zu vernachlassigen sind. Bei sorgfaltiger Ausschaltung 
simtlicher Fehlerquellen und Erreichung der optimalen Genauigkeit 
von 4°, und 9°, bei der Reduktions- bzw. Drehungsbestimmung kann 
eine Ubereinstimmung der Werte innerhalb einer Fehlerbreite von 
etwa 10°, erwartet werden, vorausgesetzt, daB es gelingt, den Ein- 
fluB weiterer drehender und reduzierender Substanzen des Blutfiltrats 
zu beseitigen. 


Zusammenfassung. 


1. Zur Herstellung von Biutfiltraten sind weder Dialyse noch 
Ultrafiltration wegen Adsorption von Glucose und Abgabe reduzierender 
Substanzen aus den Membranen brauchbar, sondern nur EiweiBfallungs- 
verfahren. Bei Verarbeitung von 10 ccm Blut und Ausschaltung der 
Filtrations-, Einengungs- und Polarisationsfehler kann mittels der 
friher beschriebenen verfeinerten polarimetrischen MeBtechnik als 
optimale Fehlergrenze ein Ablesungsfehler von insgesamt — 0,005° 
entsprechend einem prozentualen Fehler von 5°, bei normalem Blut- 
zuckergehalt erreicht werden nach Einengung auf das Doppelte der 
Blutkonzentration. 


! Martinson, diese Zeitschr. 185, 400, 1927. 

2 H.N. Naumann, |. c. 

3’ Der Ablesungsfehler bei der Mikropolarisation betragt bei 10 Ab- 
lesungen etwa + 0,002°, bei 20 Ablesungen etwa + 0,0015° (H. N. Nau- 
mann, 1. ¢.), bei der Nullpunktsmessung ohne Rohr etwa + 0,001° (H.N. 
Naumann, diese Zeitschr. 211, 239, 1929), bei vier Beobachtungsserien der 
zu untersuchenden Lésung, des wassergefiillten Rohres und der dazu- 
gehérigen Nullpunkte insgesamt etwa 0,005° 9 mg-",, Glucose und 
4,5 mg-°,, bei Einengung auf das Doppelte der normalen Blutkonzentration. 
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2. Es werden einige Verbesserungen der Hagedorn-Jensenschen 

Mikromethode zur Glucosebestimmung angegeben und zwar Titration 
in hoher Schicht, starkerer Saéurezusatz, haufigeres Nachwaschen des 
EiweiBniederschlages und Verwendung extrahierter Filter. Der wah 
scheinliche Durchschnittsfehler von je drei Bestimmungen im Haupt 
und Leerversuch betraigt je 0,01 cem n 200 Thiosulfatlésung etwa 
0,004 mg Glucose entsprechend einem prozentualen Fehler von etwa 
4°, bei normalem Blutzuckergehalt. 
3. Bei Realisierung der optimalen Genauigkeit ist eine Uberein- 
stimmung der Polarisations- und Reduktionswerte innerhalb einer 
Fehlerbreite von etwa 10°, bei normalem Blutzuckergehalt = zu 
erwarten, vorausgesetzt, daB es gelingt, den EinfluB weiterer im 
Blutfiltrat geléster drehender und _ reduzierender Substanzen zu 
beseitigen. 
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Untersuchungen iiber tierische Gewebsproteasen. 


VIII. Mitteilung: 


Uber proteolytische Fermente in den wei8en Blutkérperchen verschiedener 
Tierarten. 


Von 


H. Kleinmann und G. Scharr. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1932.) 
Mit 18 Abbildungen im Text. 


A. Die Aufgabe vorliegender Arbeit ist, eine Untersuchung der 
Proteinasen der weiBen Blutkérperchen verschiedener Tierarten zu 
geben. Zuniachst sollte festgestellt werden, welchem Fermenttypus 
die bisher beschriebenen Blutproteinasen angehéren. Sind doch bisher 
fiir die Untersuchungen der proteolytischen Fermente Methoden 
angewandt worden, die es nicht gut gestatten, zwischen den Proteinasen 
und den Ereptasen zu unterscheiden. Es ergab sich dann als nachste 
Aufgabe, festzustellen, welche Fermentarten den einzelnen Zellarten 
des Blutes zukommen. Die Untersuchung des Zellgemisches, das sich 
durch Abtrennung aller Zellen aus dem Blut gewinnen laBt, stellt nur 
den ersten Schritt eines Studiums der Blutzellfermente dar. Es war 
notwendig, zu versuchen, der anatomischen Ordnung eine physiologische 
(was die Fermentfunktion anbetrifft) zuzuordnen. Es wurden in dieser 
Arbeit auBer Untersuchungen an Blutzellgemischen solche an einem 
nahezu einheitlichen Material von neutrophilen, myeloischen Leuco- 
cyten, sowie an nahezu einheitlichen Lymphocyten angestellt. Es 
sind auch Untersuchungen an einem einheitlichen Zellmaterial gegeben, 
das als aus Monocyten bestehend aufgefaBt werden kann, doch ist 
hier die morphologische Abgrenzung gegen die lymphoiden Zellen 
nicht vollig sicher. Immerhin gestatten die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit die verschiedenartigen weiBen Blutkérperchen als Trager ver- 
schiedenartiger Fermentarten zu charakterisieren. Nach Untersuchung 


18* 
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der einzelnen Zellarten ergibt sich die Aufgabe, die Untersuchung auf 
verschiedene Tierarten auszudehnen. 


Es ist von groBem Interesse, daB von E. Husfeldt (1) darauf hingewiesen 
worden ist, da8 die myeloischen Leucocyten vom Kaninchen und vom 
Huhn sich dadurch grundlegend von den polymorphkernigen Leucocyten 
anderer Tierarten wie Hund, Pferd und Mensch unterscheiden, daB six 
eosinophile Granulationen enthalten, waihrend sonst neutrophile Granula 
tionen vorhanden sind. Hus/feldt faBt diese Granulationen als Fermenttrage: 
auf und bringt sie in Zusammenhang mit dem unterschiedlichen Verhalten, 
das die genannten Zelltypen ihrem Fermentcharakter nach aufweisen 
Weiter leitet er Beziehungen zu verschiedenen Typen des Entziindungs 
vorganges ab. Auch auf diese Frage wird im Laufe der Arbeit naher ein 
gegangen werden; wir konnen vorwegnehmend sagen, da®B die Beobachtungen 
von Husfeldt durchaus bestatigt werden konnten. 

Hinsichtlich der Methodik sei bemerkt, daB die vorliegenden Unte1 
suchungen in der gegebenen Form nur durch Anwendung der speziellen 
Mikromethode, der ,,Nephelometrie**, erméglicht wurden. Durch dies 
ist man nicht nur in der Lage, so kleine Fermentmengen zu untersuchen, 
wie sie bei der vorliegenden Aufgabe nur erhaltlich sind, sondern die Methode 
erméglicht auch die Ausfiihrung der ausgedehnten Untersuchungsreihen. 
Ferner aber liegt ein wesentlicher Punkt der angewandten Methode, in dem 
sie sich von der Arbeitsform anderer Autoren unterscheidet, darin, daB dic 
Nephelometrie die Fermentspaltung am unverbrauchten Substrat anstatt 
an den entstehenden Spaltprodukten verfolgt. Nur durch dieses Vorgehen 
ist es méglich, die Wirkung ereptischer Fermente ganz auszuschlieBen und 
ein Studium der reinen Proteinasen zu gewiahrleisten. 

Was die in der Literatur vorhandenen Ergebnisse bisheriger Unter 
suchungen betrifft, so sei auf die zusammenfassende Darstellung in Oppen- 
heimer und Pincussen (2) verwiesen. 

Zuerst von Fr. von Miiller (3), spaiter von Erben (4), Schumm (5), 
Pfeiffer (6) wurde tryptische Wirkung in weiBen Blutkérperchen beobachtet. 
Das Gleiche beobachteten Miiller und Jochmann (7) und Jochmann (8) an 
Blutkérperchen von Menschen und Affen, nicht aber von Kaninchen und 
Meerschweinchen. Ebenso fanden tryptische Wirkung in Leucocyten 
Jochmann und Ziegler (9), Stern und Eppenstein (10), Hertz (11), Tscherno 
rutzki (12) und Lord (13). Diese Versuche zeigten, daB eine Fermentwirkunyg 
im alkalischen Gebiet dann erhalten wurde, wenn polymorphkernige Leuco 
cyten als Fermentmaterial dienten. 

Diesen Angaben gegeniiber stehen nun die Ergebnisse derjenigen 
Autoren, die aus weiBen Blutkérperchen Fermentextrakte herstellten, die 
entweder nur auf schwach saurem Gebiet wirkten oder sowohl Wirkuny 
auf saurem wie auf schwach alkalischem Gebiet zeigten. Es sei hier auf die 
Versuche von Opie (14) und Barker (15), Fiessinger (16), Dernby (17) und 
Ney (18) hingewiesen. Aus dieser Gruppe von Arbeiten geht hervor, dal 
in den Extrakten aus weiBen Blutzellen auch ein Ferment enthalten sein 
kann, das bei schwach saurer Reaktion wirksam ist. Es wurde entweder 
neben dem tryptischen Komplex gefunden oder allein. Und zwar hat es 
den Anschein, daB den Lymphocyten und mononucleéren Zellen das sauer 
spaltende Ferment, den gelapptkernigen Leucocyten, das tryptische Ferment 
zukommt, doch auch hier fiigen sich die Leucocyten vom Kaninchen und 
Meerschweinchen nicht dem Schema. 
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Eine neue Gruppe von Untersuchungen wurde eingeleitet durch eine 
\rbeit von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (19) iiber die Proteinasen der 
Milz. Die Autoren gaben auf Grund der mit der Adsorptionsmethode er- 
zielten Trennung von Proteinasen und Ereptasen an, daB die ,,tryptische** 
Wirkung fiir Milzextrakte nicht auf einem tryptischen Ferment beruhe, 
das in diesen Extrakten enthalten sei, sondern auf dem Zusammenwirken 
eines bei schwach saurer Reaktion wirkenden Ferments das spater 
Kathepsin benannt wurde — mit im alkalischen Gebiet optimalen Ereptasen. 
R. Willstatter und E. Bamann (20), die das proteolytische System der 
Magenschleimhaut untersuchten, kamen zu dem gleichen Ergebnis, daB 
die bei alkalischer Reaktion wirkenden Fermente der Magenschleimhaut 
aus einer Kombination des Enzympaares Kathepsin + Peptidasen  be- 
stehen, und daB es sich hierbei nicht um die den einzelnen Geweben eigen- 
tiimlichen Proteasen handelt, sondern um die proteolytischen Enzyme von 
Leucocyten. Diese Auffassung glaubten nach den ersten Untersuchungen 
iiber tierische Gewebsproteasen auch H. AKleinmann und seine Mitarbeiter 
bestatigen zu kénnen. Da von diesem Verfasser nicht mit Methoden, die 
die Spaltprodukte bestimmen, sondern mit denen, die das abgebaute Sub- 
strat messen, gearbeitet wird, so fallen diejenigen Fermentwirkungen,. die 
auf Ereptasen bezogen werden kénnen, von vornherein aus der Messung 
aus. Bei der Untersuchung von Milzextrakten konnten nun H. Aleinmann 
und K.G. Stern (21) tatsachlich feststellen, daB das alkalische Optimum in 
den pu-Optimumkurven in Fortfall kommt, wenn die Ereptasen der Extrakte 
nach der Vorschrift von Waldschmidt-Leitz und Deutsch (19) entfernt werden. 
Diese Beobachtung fiihrte zundichst zu der Annahme, daB in den Milz- 
extrakten und somit auch in den Extrakten der weiBen Blutkorper allein 
eine bei saurer Reaktion wirksame Proteinase vorhanden sei, wahrend 
der tryptische Komplex aus einer Zusammenwirkung einer bei pu 7 bis 8 
noch bestehenden Restwirkung des Kathepsins und der hier optimal wirk- 
samen Ereptase aufgefaBt wurde. 

In den weiteren Arbeiten iiber Gewebsproteasen von H. Kleinmann, 
wie in den Untersuchungen der proteolytischen Fermente in menschlichen, 
bésartigen Geschwiilsten von H. Kleinmann und F. Werr (22), sowie in 
den Untersuchungen iiber die Arten der in den Lymphdriisen vorhandenen 
Proteinasen von P. Rona und H. Kleinmann (23) wurde dargestellt, daB 
diese Auffassung nicht aufrecht erhalten werden konnte, und daB ein 
Vorhandensein echten Trypsins sowohl in myeloischen Zellen und in sehr 
geringem MaBe auch in allen anderen Gewebszellen angenommen werden 
muB. Diese Auffassung steht in Ubereinstimmung mit Untersuchungen 
von Willstdtter, Bamann und Rohdewald (24), die die proteolytischen Fer- 
mente der farblosen Blutzellen von Pferd, Hund und Schwein untersuchten. 
Auch von anderer Seite ist neuerdings mit Bestimmtheit das Bestehen eines 
tryptischen Komplexes in weiBen Blutkérperchen behauptet worden. So 
zeigt E. Husfeldt (1) an granulierten, polymorphkernigen Leucocyten aus 
dem Blute von Patienten, die an myeloider Leukiéimie leiden, daB neben 
einem katheptischen ein tryptischer Komplex vorhanden ist, der an Kanin- 
chenleucocyten, und zwar sowohl bei Blut- wie Exsudatleucocyten, ver- 
miBt wurde. 


Diese ganze Gruppe von Arbeiten machte es in Verbindung mit den 
ilteren Angaben im héchsten MaBe wahrscheinlich, daB in weiBen Blut- 
kérpern zum mindesten in myeloischen Leucocyten, Trypsin vorhanden 
sein muB. Der Beweis fiir ein wahres Trypsin war in der von Weillstdtter 
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und seinen Mitarbeitern anfanglich beobachteten Aktivierung der Trypsin 
wirkung durch Enterokinase zu finden; diese Beobachtung ist aber von 
Willstdtter und Rohdewald (25) in ihrer letzten Arbeit wieder zuriick 
genommen worden. Deshalb sprechen Wéllstdtter und seine Mitarbeite: 
auch stets nur von einer Wirkung des ,,tryptischen Komplexes* im alkali 
schen Gebiet, ob es aber wirklich Trypsin ist, ist ungeklart. Eine sichere 
Trypsinwirkung konnte unseres Erachtens durch K. G. Stern (26) an poly 
nucleiren, neutrophilen Leucocyten aus sterilen Exsudatleucocyten des 
Meerschweinchens erwiesen werden. Diese Tryptase konnte aus Extrakten 
von anderen Meerschweinchenorganen nicht erhalten werden. Der Beweis 
fir die Tryptasennatur konnte, obgleich eine Aktivierung durch Entero 
kinase nicht mdéglich war, durch Anwendung der nephelometrischen 
Methode durch Stern erbracht werden, durch die die Ereptasenwirkung 
nicht erfaBt wird. 

In ihrer Arbeit iiber die Proteinase der Lymphdriisen konnten P. Rona 
und H. Kleinmann (23) darstellen, warum in der ersten Untersuchung von 
Kleinmann und Stern (21) an Milzextrakten noch kein echtes Trypsin 
gefunden wurde. Der Grund liegt in der verschiedenen Konzentration von 
Trypsin und Kathepsin in Organextrakten, in denen meist das Trypsin 
wesentlich in der Menge hinter dem Kathepsin zuriickbleibt. Wahlt man, 
wie bereits Kleinmann und Werr (22) getan haben, die Konzentration 
der untersuchten Extrakte sehr hoch, jedenfalls héher als zu der Unter- 
suchung des Kathepsins notwendig ist, so findet man in dem Extrakt de1 
Milz sowie anderen Organen neben Kathepsin auch Trypsin. Hierbei ist 
durch die angewandte Methodik der Beweis erbracht, daB es sich um echtes 
Trypsin handelt. In Extrakten von Milz, die zahlreiche weiBe Blutkérper 
enthalt, war der Trypsingehalt héher als in den Extrakten anderer Organe, 
in denen Trypsin, wenn iiberhaupt, nur in Spuren neben dem eigentlichen 
Zellferment, dem Kathepsin, nachweisbar ist. Hierbei war von Rona und 
Kleinmann (23) die Frage offengelassen worden, ob es sich bei dem Trypsin 
der Organextrakte einschlieBlich der Lymphdriisen um den Organzellen 
eigenes Trypsin handelt oder um Trypsin, das durch Blutzellen oder -fliissig- 
keit in die Organe hineingelangte. 


Die vorliegende Untersuchung erlaubt die Priifung rein tryptischer 
Wirkungen und ermdéglicht die Differenzierung der einzelnen Ferment- 
typen in variiertem Ausgangsmaterial. Die Untersuchung zeigt, dab 
die polynuclearen, neutrophilen Leucocyten die Trager eines echten 
Trypsins sind, da8B sie aber auBerdem, wie alle anderen tierischen K6érper- 
zellen, Kathepsin enthalten. Eine praparative Trennung der beiden 
Fermente wurde durchgefiihrt. 

Die fermentative Wirkung der myeloischen Leucocyten ist die 
gleiche, ob sie aus Blut durch verschiedenartige Methoden oder ob sie 
aus Exsudaten gewonnen werden. Sie ist spezifisch fiir sie, denn in 
anderen weiBen Blutzellen, wie Exsudatlymphocyten, ist nur das 
ubiquitare Zellferment, das Kathepsin, nachzuweisen. 

Die Angabe von Husfeldt (1), daB die polymorphkernigen Leuco- 
eyten vom Kaninchen sich grundlegend anders verhalten und nur 
Kathepsin besitzen, konnte bestatigt werden. Es ergeben sich hieraus 
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wichtige Hinweise fur die Physiologie der Entziindungen und, wie 
Husfeldt betonte, fiir die Auffassung der Zellgranula als Fermenttrager. 

AuBerdem sind in vorliegender Untersuchung das fermentative 
Verhalten der verschiedenen weiBen Blutkérper gegen die verschiedenen 
Substrate, das Aktivierungsverhalten durch H,S und HCN, soweit 
es Kathepsin betrifft, und durch Enterokinase, soweit es Trypsin be- 
trifft, studiert worden. Und schlieBlich wird eine kurze Untersuchung 
der Dipeptidasen verschiedener Leucocytentypen angestellt. 


I. Bestimmungsmethoden. 
Bestimmung der Proteinasen. 

Die Messung der Enzymwirkung auf die verschiedenen EiweiBkérper 
geschieht auf optischem Wege. Zur Anwendung gelangten Triibungs- 
messungen, vorzugsweise durch Nephelometrie, daneben durch Kolo- 
metrie, Methoden, die es gestatten, den direkten Abbau eines EiweiBes zu 
bestimmen, da ihnen die Messung des nicht abgebauten Substrats zugrunde 
liegt. 

Das Verhalten der Proteinasen gegen Casein, Edestin und gegen das 
EigeneiweiB der Extrakte und des Serums wurde auf nephelometrischem 
Wege gepriift. 

Substrat Casein. Fiir Casein als Substrat sei auf die Methode von 
Rona und Kleinmann (27) verwiesen, die spater von Kleinmann und Stern (21) 
und Kleinmann und Werr (23) etwas modifiziert wurde. Bei dieser Arbeit 
fand eine geringfiigige weitere Anderung statt, indem das Reaktionsvolumen 
der Spaltansatze auf die Halfte verringert wurde: Die Methode gestaltet 
sich kurz zusammengefaBt wie folgt: 

Zu 6cem 0,25°,iger Caseinlésung werden Séure bzw. Lauge oder 
Puffer in variierter Menge zur Einstellung der gewiinschten Aziditat gegeben, 
dann wird mit Wasser auf 23 ccm aufgefiillt. Aus diesem Volumen werden 
5eem entnommen, wovon 4,5cem als Nullabnahme dienen, die restlichen 
0,5 cem werden verworfen. Der Ansatz wird jetzt mit einer Fermentlésung 
auf 20 cem aufgefiillt und Ansatz und Nullabnahme werden eine bestimmte 
Zeit (18 bis 20 Stunden) im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. . Am Ende 
der Spaltzeit entnimmt man aus dem Ansatz zweimal 5ccm (Spaltabnahmen). 
Die Nullabnahmen werden mit der Fermentlésung auf 5ccm aufgefiillt. 
Abnahmen, die saurer als px 5 und alkalischer als px 8 sind, miissen jetzt 
mit Lauge bzw. Saure annahernd neutralisiert werden. Zu allen Abnahmen 
ibt man Wasser zu 10 cem, 5 cem m/15 Phosphatpuffer (px 7,8) und 
.5 cem gesattigte Chinidinhydrochloridlésung. Die entstandenen Triibungen 
werden nach 20 Minuten im Nephelometer nach Kleinmann (Schmidt und 
Haensch) gemessen. 


oO 
‘ 


Bei Verwendung von Leucocyten-Glycerinextrakten als Enzymlésung 
ist mindestens eine Extraktverdiinnung | : 3 erforderlich, damit die Methode 
nicht gestért wird. 


Serum als Fermentlé6sung muS8 mindestens 1:5 verdiinnt werden. 


Caseinadsorptionsmethode. Bei Versuchen mit Serum als Ferment 
fand eine Caseinmethode Anwendung. bei der das Casein zundachst zur 
Adsorption des Ferments benutzt wurde. Nach den Beobachtungen von 
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Steppuhn und Utkin-Ljubowzow (28) wird Protease adsorbiert, wenn im 
Serum ein Caseinniederschlag erzeugt wird. Die Technik dieser Casein- 
fallung aus Serum wurde in eine fiir unsere Methodik brauchbare Form 
gebracht und erweitert. Es sei hier das Beispiel einer solchen Casein- 
adsorption gegeben; die relative Menge des Serums wechselte bei den 
Versuchen. 

10cem Serum werden mit 60cem 0,25°,iger Caseinlésung gemischt 
Nun werden unter Umriihren etwa 5ccem Acetatpuffer (m/l von pu 4,6 
bis 4,7) zugesetzt. Das Casein flockt aus. Es wird kurze Zeit schart 
zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen und der Niede1 
schlag zweimal mit hunderfach verdiinatem Acetatgemisch (m/100) zu 
Entfernung der Serumreste gewaschen. Der Caseinbrei wird jetzt in 
wenig n/10 NaOH gelést, mit n/10 Essigsiure lackmusneutral gemacht 
und mit Wasser auf 60cem aufgefiillt. 

Es werden somit 60 cem einer 0,25° ,igen Caseinlésung zuriickerhalten. 
die sich von der Ausgangslésung dadurch unterscheidet, daB sie Proteinasen 
des Serums enthalt. Sie wird in iiblicher Weise zu den Caseinansatzen 
gebraucht, also: 

6cem der Lésung + Sdéure bzw. Lauge oder Puffer — Wasser zu 
23eem. Eine Zufiigung von Fermentlésung zu dem System ist nicht not- 
wendig, da dem Ansatz mit der Caseinlésung gleichzeitig Ferment zugefiihrt 
wird. Wir entnehmen dem Ansatz 5cem, die (unvermindert) als Null- 
abnahme dienen und im Eisschrank aufbewahrt werden miissen. Die 
restlichen 18 cem des Ansatzes werden eine gewisse Zeit (18 bis 20 Stunden) 
bei 37° gehalten. Nach Ablauf der Spaltzeit werden den Ansitzen zweimal 
5 cem entnommen; es wird eventuell annahernd neutralisiert und mit Wasser! 
auf 10 cem aufgefiillt. Dann wird gepuffert und getriibt wie sonst bei den 
Caseinansatzen. 

Die Technik der mehrmaligen Adsorption ist bei den betreffenden 
Versuchen beschrieben. 


Substrat Edestin. Die Originalform der Spaltansatze mit diesem Sutbstrat 


wurde von Stern (29) kegeben und spater von Kleinmann und Werr (22) und 
Rona und Kleinmann (23) unverandert iibernommen. Das Reaktionsvolumen 
wurde bei den Versuchen dieser Arbeit auf die Halfte herabgesetzt. Die 
Methodik gestaltet sich wie folgt: 

Die Substratlésung ist 0,1°.ig und wird durch Lésen des Ejiweib- 
kérpers in 0,03 n HCl hergestellt. 10 cem dieser Lésung werden mit n/10 
NaOH neutralisiert. Dann wird mit Saure oder Lauge bzw. Puffer je nach 
der gewiinschten Aziditét und Wasser auf 23 ccm aufgefiillt. Darauf Ent- 
nahme von 5ecem zur Nullabnahme (4,5cem) und Zugabe der Ferment- 
lésung (2 cem) wie beim Casein beschrieben. Nach 18 bis 20 Stunden Spalt- 
zeit werden zweimal 5cem entnommen, die Nullabnahme wird mit det 
Fermentlésung auf 5cem aufgefiillt. Zu allen Abnahme gibt man 13 ccm 
H.O und 4cem Sulfosalicylsiure (20°.ig). Die Triibungen werden sofort 
im Nephelometer gemessen. 


Ansaitze im neutralen bis schwach sauren Gebiet sind getriibt bis 
geflockt. Abnahmen aus diesen Ansétzen miissen nach sehr sorgfaltigem 
Durchmischen erfolgen. Sie werden dann mit n/10 HCl zunachst in Lésung 
gebracht. 

Bei Spaltversuchen mit Pferdeleucocytenextrakten muB die Extrakt- 
verdiinnung mindestens 1: 5 betragen, da sonst die ExtrakteiweiBtriibung 
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die Edestintriibung stéren wiirde. Aus dem gleichen Grunde muB bei Ver- 
wendung von Serum dieses auf 1: 10 verdiinnt werden. 

Substrat Eigeneiweif der Extrakte oder Serumeiweif. Die Versuche mit 
dem EjigeneiweiB als Substrat wurden nach einer Vorschrift von Stern (30) 
\ orgenommen. 

Aus 23cem einer wasserigen Lésung von bestimmten pH entnimmt 
man zweimal 5ccm, von denen je 4,5cem als Nullabnahmen dienen. Die 
restlichen 18cem des Ansatzes werden mit Fermentlésung auf 20 eem 
aufgefiillt. Die Konzentration der Fermentl6sung mu so gewahlt sein, 
daB die Abnahmen gut meBbare Triibungen geben. Nach Ablauf der Spalt- 
zeit werden wie tiblich zweimal 5ccm entnommen, die Nullabnahme wird 
auf 5cem aufgefiillt; zu allen weiteren Abnahmen gibt man 5 ccm Wasser. 
5eem 25°. ige HCl und 7 cem 20°, ige Sulfosalicylsaure. Die Triibungen 
werden sofort im Nephelometer gemessen. 

Leucocytenextrakte wurden in der Regel unverdiinnt zu den Ansatzen 
gegeben, um eine gut meBbare Triibung zu erhalten. Serum muBte zu 
liesem Zwecke mindestens |: 3 verdiinnt werden. 

Zu manchen Ansaétzen wurde das Serum unverdiimnt gegeben. Da die 
EiweiBtriibung bei 5cem Abnahmen zu stark sein wiirde, entnimmt man 
arn Ende der Spaltzeit den Ansétzen zweimal 2 cem. Aus den Nullabnahmen, 
die wie sonst auf 5ccm aufgefilllt worden waren, entnimmt man natiirlich 
ebenfalls 2cem. Samtliche 2 cem Abnahmen werden mit Wasser auf 10 cem 
aufgefiillt, mit 5cem 25",ig. HCl und 7ceem 20°, ig. Sulfosalicylsiure ver- 
setzt, worauf die Triibungen im Nephelometer gemessen werden. 

Substrat Gelatine. Die Gelatinespaltung der Proteinasen wurde kolori- 
metrisch gemessen. 

Die urspriingliche Methode von Kleinmann und Stern (21) und von 
Kleinmann und Werr (22) wurde auch bei diesem Substrat durch Halbieren 
des Ansatzvolumens geandert. 

Zur Verwendung gelangt 1° ige Gelatinelésung. Hinsichtlich der 
Gelatinelédsung muB bemerkt werden, da dieselbe frisch verarbeitet und 
nach der Herstelluhg einmal kurz aufgekocht werden ‘muB. Es hat sich 
betreffs der Originalmethode des 6fteren ergeben, daB Gelatineansatze 
auch ohne wirksamen Fermentgehalt bei einer Aziditat von px 5 zur alkali- 
schen Seite abwarts scheinbar Spaltungen zeigten. Bei einer genauen 
Priifung dieser Erscheinungen stellte es sich heraus, daB es sich um eine 
bakterielle oder autolytische Zersetzung der Gelatine handelte, die auch 
durch Zusatz von Chloroform oder Toluol nicht zuriickgehalten werden 
konnte. Dagegen geniigte ein Aufkochen der Gelatine vor der Benutzung, 
um die Erscheinung mit Sicherheit zu beseitigen. Es ist durchaus méglich, 
da8 die mannigfachen von Kleinmann und seinen Mitarbeitern betonten 
Unsicherheiten der Gelatinemethode von px 5 abwarts in dieser Erscheinung 
ihre Begriindung finden. Durch Abkochen der Lésung gelang es, die Fehler- 
quelle mit Sicherheit auszuschalten und die Gelatinemethode genau so 
zuverlassig zu gestalten wie die anderen Methoden. Da bei der Gelatine 
nun einmal die kolorimetrische Messung eingefiihrt war, weil mit ihr zu- 
friedenstellende Ergebnisse erhalten wurden, so wurde auch jetzt nach 
Auffindung der Fehlerquelle an dem kolorimetrischen Prinzip der Gelatine- 
triibungsmessung festgehalten. 

Zur Vorsicht wurden auch stets die Pufferlésungen abgekocht, doch 
liegt zweifellos die Fehlerquelle der bisherigen Methoden in der ungekochten 
Gelatinelésung. 
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Die Technik der Gelatineansiatze ist wie folgt: 6cem 1°,iger Gelatine 
l6sung werden mit Saéure und Lauge bzw. Puffer zur Einstellung der Aziditat 
versetzt und mit Wasser auf 23 ccm aufgefiillt. Dann werden 5 ccm ent 
nommen, von denen 4,5 ccm als Nullabnahmen dienen, der restliche Ansatz 
(18 cem) wird mit Fermentlésung auf 20 cem aufgefiillt. Ansatz und Null 
abnahme werden 18 bis 20 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. Nac}, 
Ablauf der Spaltzeit entnimmt man aus dem Ansatz je zweimal 5 ccm 
fiillt die Nullabnahme mit 0,5cem Fermentlésung auf und verfahrt weite: 
wie folgt: 

Alle Abnahmen werden mit Wasser auf l6ccm aufgefiillt, es wird 
4cem 20°%,ige Sulfosalicylsiure zugesetzt und die entstehende Triibung 
wird dann nach 5 Minuten im Kolorimeter gemessen. 

Extrakte aus Leucocyten sind mindestens 1:5 zu verdiinnen; Serun 
muBte 1:10 bis 1: 15 verdiinnt werden, um die Methodik nicht zu stGren 


Bestimmung der Dipeptidasen. 

Substrate Glycylglycin und Leucylglycin. Es gelangte die Methode von 
Linderstrém-Lang (31) zur Anwendung, nach der die bei der Proteolyse 
frei gelegten Aminogruppen mittels n/20 HCl unter Acetonzusatz titriert 
werden. Die Aziditaéten wurden mit 0,2cem molarem Phosphat-Borat- 
puffer eingestellt und am Ende der Versuche bei Zimmertemperatur kolori- 
metrisch (nach Sérensen) gemessen. 

Es erwies sich als zweckméBig, das Ansatzvolumen von 5cem, wie 
es in den Arbeiten von Kleinmann und Werr (22) und Rona und Klein- 
mann (23) Anwendung fand, zu verdoppeln, um Abnahmen zu verschie 
denen Zeiten entnehmen zu kénnen. Die Ansatzform war folgende: 

3cem Dipeptidstammlésung + 3 ccm Puffer + 2 cem Wasser + 2 cem 
Enzymlésung (1:2). Es werden 2cem als Nullabnahme entnommen und 
sistiert. Der Ansatz wird bei 37° gehalten. Nach Ablauf der Spaltzeit 
werden erneut 2ccm entrnommen und ebenfalls sistiert. Die Sistierung 
geschieht mittels 20 cem Aceton und alkoholischer HCl (4 bis 6 cem) unter 
Zusatz von 3cecm Wasser. Nun wird mit n/20 HCl unter Zugabe von 
30 bis 50 cem Aceton gegen Naphthylrot als Indikator titriert. 

* Wurden Glycerinextrakte 1 : 2 verdiinnt als Fermentlésung angewendet, 
so betrug der Glyceringehalt der Ansaitze etwa 7°... Um bei Spaltversuchen 
mit wasserigen Extrakten gleiche Verhialtnisse zu schaffen, wurde hier die 
Extraktverdiinnung mit 70°,igem Glycerin vorgenommen. 


II. Untersuchungen iiber die Proteinasen von Pferdemischleucocyten. 
1. Uber die Beziehungen zwischen Extraktionsform und Fermentgehalt. 
Zur Gewinnung der Leucocyten dienen zwei verschiedene Methoden, 
sie unterscheiden sich dadurch, daB nach der Methode Hamburger-de Haan 
die Leucocyten durch fraktioniertes Sedimentieren aus mit Citratlésung 
versetztem Blut gewonnen werden. 
Die zweite Methode nach Szildrd gewinnt die Leucocyten durch Ab 
zentrifugieren aus hamolysiertem, defibriniertem Blut. 


Es wurden Leucocyten nach beiden Methoden gewonnen und aus 
ihnen Extrakte dargestellt. Es war zu bemerken, daB die Ausbeute nach 
der Hamburger-de Haan-Methode gréBer war. Anderungen im Ferment 
gehalt oder in der Fermentart waren nicht zu beobachten. 
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a) Gewinnung der Leucocyten und Herstellung von Leucocyten- 
extrakt. 

Leucocytengewinnung nach Hamburger-de Haan (32). Zwei bis drei 
Volumen Pferdeblut werden in einem Volumen einer 0,7 ° igen Na Cl-Losung, 
in der 1,1°,, Dinatriumcitrat gelést war, aufgefangen. Als GefaBe dienten 
weithalsige Flaschen von 8 bis 10 Liter Inhalt. 

Nach etwa zweistiindigem Aufbewahren im Kiihlraum hat sich eine 
geniigend hohe Plasmaschicht gebildet, die abgehebert wird. Das Plasma 
wird 4 bis 6 Minuten bei 1500 Touren zentrifugiert, die roten Sedimente 
werden vereinigt und durch kurzes Zentrifugieren in kleiner Zentrifuge 
bis zum Verschwinden der roten Farbung mit Ringerlésung gewaschen 
(sechs- bis achtmal). 

Die Ausstriche zeigen Leucocyten im normalen Verhaltnis und nur 
einzelne rote Blutkérperchen. 

Die weitere Verarbeitung der Leucocyten wird noch bei den einzelnen 
Extrakten beschrieben. 

Leucocytengewinnung nach P. Szilard (33). In frischem, durch mildes 
Schiitteln mit Glasperlen defibriniertem Blut, wird durch Zugabe von 
Szilardschem Siéiuregemisch Hamolyse bewirkt. 

Man ben6étigt zum Hamolysieren von 100cem Pferdeblut 125 cem 
Sauregemisch, bestehend aus 100cem 2,5°,iger Essigsiure und 25 ccm 
2°. iger Weinsaure. 

Wenn nach einigen Minuten die Hamolyse beendet ist, wird die Saure 
schnell durch Zugabe einer vorher ausgeprobten Menge 2° ,iger Kalilauge 
neutralisiert. Die Mischung soll nachher schwach alkalisch reagieren. Sie 
wird 5 bis 6 Minuten bei 1500 Touren zentrifugiert, die Riickstande werden 
vereinigt und solange mit Ringerlésung gewaschen (vier- bis siebenmal), 
bis ein fast farbloser Brei vorliegt. 

Ausstriche so gewonnenen Materials zeigen nur vereinzelte rote Blut- 
kérperchen, sonst ausschlieBlich Leucocyten, mehr oder weniger deformiert, 
doch mit scharf sichtbaren Kernen. 

Zur Gew'nnung der Proteinase werden verschiedene Extraktions- 
formen angewendet, die bei den einzelnen Extrakten dargestellt sind. 

Herstellung der Extrakte. 1m folgenden wird die Herstellung der ver- 
schiedenen Leucocytenextrakte gegeben, es wurde stets der frisch ge- 
wonnene Leucocytenbrei verwandt, und zwar werden sowohl saure wie 
alkalische Glycerinextrakte, Mischextrakte aus sauren und alkalischen 
Glycerinextrakten, als auch saure und alkalische wiisserige Extrakte her- 
gestellt. 

Hinsichtlich der Griinde, die zu den verschiedenartigen Extrakt- 
bereitungen fiihrten, sei auf die Arbeit von P. Rona und H. Kleinmann (23) 
verwiesen; es sei im folgenden nur die Extraktform in der zeitlichen Folge 
ihrer Bereitung gegeben. 


I. Pferden wurde durch Punktion der Halsvene je etwa 3 Liter Blut 
entnommen. Das Blut wurde durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, 
durch Gaze geseiht und in Anteilen von | Liter verarbeitet. 

1000 cem defibriniertes Blut + 1250 cem Sféuregemisch werden himo- 
lysieren gelassen, dann werden 1740 cem Lauge hinzugefiigt, und die 
Mischung wird zentrifugiert und gewaschen. 

Aus 7 Litern Blut wurden 5,2 g feuchte Leucocyten gewonnen. 
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Extrakt I: Die Leucocyten wurden mit der vierfachen Menge sauren 
Glycerins (0,15°,ig, essigsauer) 6 Stunden bei 37°C extrahiert; dann 
wurde durch ein Faltenfilter filtriert ; 20 cem Extrakt. 


Il. Aus 8 Litern Blut wurden nach der Szilardschen Methode 6,6 ¢ 
Leucocytenbrei gewonnen. 
Das Blut wurde wie beschrieben in Anteilen von | Liter verarbeitet 


Extrakt II, 1: 3,6g Leucocyten + 14,6¢ Glycerin. Das Gemisch 
wurde mit n/10 NH, schwach alkalisch gemacht, 20 Stunden bei 37° ¢ 
aufbewahrt und durch ein Faltenfilter filtriert ; 15 cem Filtrat. 

Extrakt II, 2,au.b: Wasserige Extrakte nach Hedin (34). Die von 
Hedin gegebene Vorschrift wird nur wenig geandert, so sind z. B. die Mengen 
verhaltnisse andere. 

a) 3g Leucocytenbrei werden mit 12 cem Wasser und 0,2 cem n Essig 
siure unter Toluolzusatz in einem verschlossenen GefiB 24 Stunden bei 
37°C digeriert und danach filtriert; etwa 12 cem Filtrat. 

b) Der Riickstand wird mit wenig Wasser gewaschen, darauf mit 12 cem 
5°,iger NaCl-Lésung und MgO im UberschuB verriihrt und etwa 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur extrahiert. Nun wird filtriert, das Filtrat 48 Stunden 
gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert und mit einigen Tropfen n Essig- 
saure gefallt. Der abzentrifugierte Kiwei®niederschlag wird in wenig n/100 
NaOH gelést und mit Wasser auf 12 ccm aufgefiillt. 

So werden zwei Extrakte erhalten, ein wiasseriger essigsaurer Hedin I: 
12 cem Filtrat, und ein wasseriger alkalischer Hedin IT: 12 eem Filtrat. 


Ill. Aus 7 Litern Pferdeschlachtblut werden nach Hamburger 9,6 2 
Leucocyten gewonnen. 

Extrakt III, 1, a)u.b): 

a) 5g Leucocyten + 20g saures Glycerin (0,15° ig, essigsauer). 
Gemisch 2 Stunden bei 37°C digeriert, durch ein Faltenfilter filtriert ; 
19,5cem Filtrat. 

b) Riickstand von a) + 20’g Glycerin (mit Ammoniak  schwach 
alkalisch gemacht). 20 Stunden bei 37°C extrahiert und filtriert; 19 cem 
Filtrat. 

Extrakt ILI, a) u. b): Zwei wasserige Extrakte nach Hedin. 

a) 4,6g Leucocyten+ 18cem Wasser +0,3cem n Essigséure. 24 Stunden 
bei 37° C extrahiert, filtriert; 18 cem Extrakt. 

b) Riickstand von a) + 18 cem 5°,,ige NaCl-Lésung + MgO im Uber- 
schuB. 24Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann filtriert. 
48 Stunden dialysiert, Eiweif gefaillt, in n/100 NaOH gelést und mit 
Wasser auf 18 ccm aufgefiillt. 


IV. Aus 15 Litern Pferdeschlachtblut wurden nach Hamburger 23,1 ¢ 
Leucocytenbrei gewonnen. 


Extrakt IV, |: alkalischer Glycerinextrakt. 8 g Leucocyten + 32g 
Glycerin mit n/10 NH, schwach alkalisch gemacht. 20 Stunden bei 37° C 
aufbewahrt, dann filtriert; 30 cem Filtrat. 

Extrakt IV, 2: neutraler Glycerinextrakt. 7g Leucocyten + 28 g 


or 


Glycerin. 20 Stunden bei 37° C halten, dann filtrieren; 27 cem Filtrat. 
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Extrakt IV, 3: Chloroformautolysat. 3g Leucocyten wurden mit 
einigen Tropfen Chloroform verriihrt und 3 Stunden bei 37°C stehen- 
gelassen. Dann wurde unter Zusatz von 12 ccm schwach sauren Glycerins 
20 Stunden bei 37°C extrahiert; 11 cem Filtrat. 

Extrakt IV, 4, a) u. b): zwei wasserige Extrakte nach Hedin. 

a) 2,5g Leucocyten + 10cem Wasser + 0,16cem  Essigsaure. 

24 Stunden bei 27°C extrahiert, dann filtriert; 10 ccm Extrakt. 
b) Riickstand von a) wie beschrieben mit 10 cem 5° ,iger Na Cl-Lésung 
MgO behandelt, dialysiert, Eiwei®B gefallt und gelést; 10 cem Lésung. 

Extrakt IV, 5: 

a) Saurer Glycerinextrakt. 2.6g Leucocyten + 10,4g Glycerin 
(0.15° ig, essigsauer). 2 Stunden bei 37°C aufbewahren, filtrieren; 10 cem 
Filtrat. 

b) Alkalischer Hedin-Extrakt. Riickstand von a) 24 Stunden mit 
10,4cem 5° iger NaCl-Lésung und MgO im UberschuB bei 37°C be- 
handelt, dialysiert (48 Stunden), Eiwei8 gefallt und gelést; 10 cem Lésung. 


V. Nach der Methode von Hamburger wurden aus 7 Litern Pferde- 
schlachtblut 7,9 g feuchter Leucocyten gewonnen. Diese wurden mit der 
doppelten Menge sauren Glycerins (0,15° ig, essigsauer) 18 Stunden bei 
37°C digeriert. Dann wurde filtriert und mit der gleichen Menge schwach 
alkalischen Glycerins 18 Stunden bei 37°C stehengelassen. Beide Filtrate 
wurden vereinigt; 30 cem Extrakt V. 

VI. 6g feuchter Leucocyten wurden nach Hamburger aus 5 Litern 
Pferdeschlachtblut gewonnen. 

Extrakt VI, a)u.b): 

a) Saurer Glycerinextrakt. Die Leucocyten wurden dreimal 2 Stunden 
mit je 6 g sauren Glycerins extrahiert. Die Abtrennung der Blutkérperchen 
geschah durch Zentrifugieren. Nach der letzten Extraktion wurde mit 
6 cem Glycerinwasser (50°,ig) gewaschen. Die Zentrifugate wurden 
vereinigt; 24cecem Extrakt. 

b) Der Riickstand wurde mit 24cem 5° iger NaCl-Lésung + MgO 
in der iiblichen Weise nach Hedin extrahiert; 24 ccm Lésung. 

VII. Aus 5 Litern Pferdeschlachtblut wurden nach Hamburger 5.6 g 
Leucocyten gewonnen. 

Extrakt VII: Chloroformautolysat. Die Leucocyten wurden mit 
einigen Tropfen Chloroform 3 Stunden bei 37°C behandelt. Darauf wurde 
mit 22,4g Glycerin verriihrt und 20 Stunden bei 37°C digeriert. Es wurde 
durch ein Faltenfilter filtriert; 21 cem Filtrat. 

VIII. 6,6 g Leucocyten, nach Hamburger aus 6 Litern Pferdeschlacht - 
blut gewonnen, wurden mit der doppelten Menge sauren Glycerins 
18 Stunden bei 37° C digeriert. Darauf wurde durch ein Faltenfilter filtriert 
und erneut 18 Stunden bei 37°C mit der doppelten Menge schwach alkali- 
schen Glycerins behandelt. Es wurde filtriert und beide Filtrate wurden 
vereinigt; 25cem Filtrat. Eatrakt VIII. 


b) pr-Optimumkurven. 
Mit den wie vorstehend gewonnenen Extrakten aus Pferdemisch- 
leucocyten wurden py-Optimumkurven gegen verschiedene Substrate 
angelegt. Und zwar wurden sowohl saure und alkalische Glycerin- 
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extrakte, als auch saure und alkalische wasserige Extrakte, wie sie von 
Hedin (34) angegeben worden waren, untersucht. Es war als erste 
Aufgabe notwendig, festzustellen, ob verschiedenartige Fermente 
vielleicht durch verschiedenartige Extraktionsformen erfaBt werden 
kénnen. So hat Hedin angegeben, daB die Extraktion mit schwachen, 
wasserigen Séiuren und Alkalien zu verschiedenartigen Fermenttypen 
fiihrten. 

Von H. Kleinmann und F. Werr (22) ist bei der Untersuchung 
von Carcinomen und normalen Organen festgestellt worden, daB die 
Extraktionsart, d. h. ob glycerinig oder wasserig, sauer oder alkalisch 
extrahiert wurde, nicht von wesentlichem Ergebnis hinsichtlich der 
Fermentgewinnung ist. Diese Beobachtung wurde auch von P. Rona 
und H. Kleinmann (23) bei der Extraktion von Lymphdriisen angestellt. 
Es wurden in qualitativer Hinsicht stets gleichartige Ergebnisse erhalten, 
wihrend in quantitativer Hinsicht auch im Verhaltnis der beiden 
Proteinasenarten zueinander scheinbar ein geringer EinfluB der Ex- 
traktionsfolge zu beobachten war. 

In neuester Zeit ist von Wollstdtter und Rohdewald (25) der EinfluB 
der Extraktionsmittel energisch betont worden. So wird durch die Scheidung 
des leucocytaéren Trypsinkomplexes in glycerinléslichen Lyo- und wasser- 
léslichen Desmoanteil die Zahl der Trypsine noch nicht erfaBt. Lyo- 
trypsin entsteht bei der Autolyse. Wird diese durch kurzes Waschen bei 
der Leucocytengewinnung, Herstellung eines Trockenpulvers mit Aceton 
und schlieBliche Extraktion desselben mit 100°,,igem Glycerin auf ein 
Minimum beschrankt, so ist der Anteil an dem glycerinléslichen Lyotrypsin 
sehr gering. Von den Desmotrypsinen werden zwei Fraktionen beschrieben. 
Die eine («) ist lésbar durch sehr verdiinnte HCl und Sodalésung. Nach 
Abtrennung dieses elektrolytléslichen Anteils kann die (/}) Fraktion durch 
Verdauung der, Zellreste mit Pepsin frei gelegt werden. 

Fiir die Unterschiede in den einzelnen Trypsinfraktionen wird die 
Zusammensetzung des die wirksame Gruppe tragenden Komplexes ver- 
antwortlich gemacht. Diese wird bei den Lyotrypsinen in weiter abgebautem 
Zustande angenommen als bei den Desmotrypsinen. 

DaB die Struktur der Leucocytenzellen und vielleicht auch der 
einzelnen chemischen Bestandteile durch die verschiedenen Extraktions- 
vorginge allmahlich zerschlagen wird, so daB sich verschiedenartige 
Fraktionen an Fermentmaterial gewinnen lassen, steht durchaus in 
Ubereinstimmung mit den in vorliegender Arbeit erhaltenen Ergebnissen. 
Es wird weiter unten gezeigt werden, wie durch fraktionierte Ex- 
traktionen mit verschiedenem Extraktmaterial die Proteinasen der 
Leucocyten voneinander getrennt werden kénnen. Es wird hierbei 
auch gezeigt, wie durch allmahlichen Zerfall durch mehrmals wiederholte 
Extraktionen die jeweilige Ausbeute der Enzyme gesteigert werden 
kann. Dies laBt sich mit dem bei wiederholter Extraktion zunehmenden 


Zerfall des Zellmaterials erklaren. 
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pu-Optimumkurven geaen Casein als Substrat. Im folgenden seien 
zunachst Optimum-px-Kurven verschiedenartiger Extrakte gegeben. 
Und zwar wird zunachst Casein als Substrat angewandt. Es werden 
ihm gegeniiber sowohl saure und alkalische Glycerinextrakte als auch 
saure und alkalische, wasserige Extrakte erprobt, und zwar wurde bei 
den Glycerinextrakten noch eine weitere Unterscheidung gemacht, 
indem einmal unvorbehandeltes frisches Zellmaterial extrahiert wurde, 
waihrend das andere Mal die Zellen vor der Extraktion einer kurzen 
Autolyse unter Chloroformzusatz unterworfen wurden. Es sollte da- 
durch festgestellt werden, ob viel- 





leicht der autolytische Zerfall der . 
Zellen neues und andersartiges » “> 
Proteinasenmaterial in Erscheinung S WI 
treten ]aBt. S 391 


Der Versuch 1 zeigt eine Casein- 


Casemspa: 
% 
S 








spaltung durch einen alkalischen 

(ilycerinextrakt aus Pferdemisch- Pp 

leucocyten. Die genaue Extrakt- 

gewinnung ist gemaB der Vorschrift Abb. 1. 

fir die Extrakte unter Nr. I, la Optimum-py,-Reibe mit dem Pferde- 
leucocytenextrakt II, 1 alkalisch 


zu finden. Der Versuch wird ver- 
anschaulicht durch Abb. 1. 


gegen Casein als Substrat. 


Diese zeigt zunachst das typische, katheptische Optimum, mit 
zwei Kurvenerhebungen bei py 3 und 5 und mit einer Einbuchtung 
bei py 4. 


Es ist in allen bisherigen Arbeiten von Kleinmann und seinen 
Mitarbeitern tiber tierische Gewebsproteasen gezeigt worden, dai diese 
Kurvenform fiir Kathepsin charakteristisch ist, wenn Casein als Sub- 
strat angewandt war. Es ist von Kleinmann und Stern (21) dargelegt 
worden, da das wahre Kathepsinoptimum entsprechend den I 
funden bei anderen Substraten wahrscheinlich bei py 4 gelegen ist 
und daB die scharfe Einbuchtung bei px 4 bei Anwendung von Casein 
als Substrat auf einer Flockung des Substrates im isoelektrischen Punkt 
unter den Bedingungen des hoch verdiinnten Ansatzes zuriickzufiihren 
ist. Jedenfalls haben die erwihnten Arbeiten gezeigt, daB bei An- 
wendung der nephelometrischen Methode die dargelegten Kurven 
die typische Kurvenform des Kathepsins darstellen. Neben diesem 
Kathepsin zeigt aber nun die Abb. 1 mit einer dritten starken Zacke 
bei etwa py 8 mit Sicherheit das Vorhandensein eines tryptischen 
Fermentes an. Quantitativ ist diese Trypsinmenge gegeniiber der 
Kathepsinmenge deutlich gréBer, als sie von Rona und Kleinmann (23) 
bei der Extraktion von Lymphdriisen oder Milz beobachtet wurde. 


3e- 
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Versuch 2 gibt eine gleiche Kurve unter Anwendung eines sauren 
Pferdeleucocytenextraktes. Hierbei sei darauf hingewiesen, daB die 
Ausbeuten an Enzym sich stets auf das gleiche Zellmaterial beziehen. 
Der Versuch zeigt qualitativ das Bild wie der vorhergehende, d. h. es 
ist sowohl ein katheptisches wie ein tryptisches Optimum zu _beob- 
achten, wenngleich quantitativ im sauren Extrakt die tryptische 
Spaltung geringer zu sein scheint als im alkalischen. 

Versuch 3, der kombiniert durch erst saure und dann alkalische 
Extraktion bereitet wurde, zeigt ein von den beiden vorangehenden 
Versuchen nicht abweichendes Bild. Die Versuche 4 und 5 zeigen 
im Gegensatz die Caseinspaltung mit Extrakten, die nicht mit frischem 
Material, sondern mit einem etwa dreistiindiger Autolyse unterworfenem 
Material angestellt wurde. Protokoll 4 veranschaulicht den Versuch 
und |aBt wieder ein katheptisches und tryptisches Optimum erkennen. 
Da8 das tryptische Optimum gegeniiber dem katheptischen verhaltnis- 
maBig gering ist, ist bei der angewandten sauren Extraktion tiblich und 
nicht etwa typisch fiir die vorangehende Autolyse. Die Versuche zeigen, 
da eine mehrstiindige Autolyse die 700, 
Gewinnung von Proteinasen bei der 
Glycerinextraktion weder qualitativ 
noch quantitativ beeinfluBt. 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Optimum-py-Reihe mit dem Optimum-py-Reihen mit dem 
Pferdeleucocytenextrakt IT, 2 — Pferdeleucocytenextrakt III, 2 — 
Hedin I, saner — gegen Casein Hedin II, alkalisch — gegen 

als Substrat. Casein als Substrat. 


Die nachste Gruppe der Versuche zeigt nun Caseinspaltung durch 
saure und alkalische wisserige Extrakte. 

Die Extrakte wurden nach der Vorschrift von Hedin (34) (siehe II. 
la) bereitet. 


Die sauren und wisserigen Extrakte (s. Abb. 2, Versuch 6) zeigen 
keinen wesentlichen Unterschied gegeniiber sauren Glycerinextrakten. 
Der Kurvenzug zeigt die katheptischen Optima neben einem tryptischen ; 
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und zwar entspricht, wie bei den Glycerinextrakten, die Héhe der 
Trypsinzacke ungefahr der Hobe der Kathepsinzacke bei py 5. 

Ein Gleiches zeigen die Protokolle 7 bis 8. Ein ganz anderes Bild 
dagegen geben die nach Hedin bereiteten wasserigen, alkalischen Ex- 
trakte. Hier ist das Zellmaterial zunichst sauer extrahiert worden 
und erst danach schwach alkalisch behandelt. Diese wiasserigen, al- 
kalischen Extrakte geben, wie die Versuche 9 bis 10, sowie die Abb. 3 
zeigen, keinerlei katheptische, sondern eine nahezu rein tryptische 
Wirkung. Bei den Versuchen (Protokoll 10) ist der Versuch gemacht, 
eine katheptische Wirkung dadurch zu finden, daB sehr hohe Konzen- 
trationen (sehr geringe Extraktverdiinnungen) angewandt wurden. 
Trotz einer Extraktverdiinnung von nur 1:2 (s. Abb. 3) ist keinerlei 
katheptische Wirkung sichtbar, was besonders durch das Fehlen jeg- 
licher Spaltung bei px 3 augenscheinlich wird. Dieses Verhalten der 
wasserig-alkalischen Extraktforin wird, wie weiter unten gezeigt, 
bei der Trennung von Kathepsin und Trypsin nutzbar gemacht werden. 


c) pxo-Optimumkurven gegen Gelatine als Substrat. 
Die nun folgenden Versuche priifen die gleichen Extraktarten gegen 
weitere Substrate. Zunichst wird Gelatine als Substrat angewandt. 
Die Versuche 11 und 12 geben Gelatinespaltungen mit sauren 
und alkalischen Glycerinextrakten. 
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Abb. 4. 
Optimum-py-Reihen mit den Pferdeleucocytenextrakten I, sauer, und II, 1, alkalisch, gegen 
Gelatine als Substrat 

Abb. 4, Versuch 11 (saurer Extrakt) und Versuch 12 (alkalischer 
Extrakt) zeigen, daB beide Extrakte das typische katheptische Optimum 
gegen Gelatine bei px 4 sowie ein charakteristisches tryptisches Optimum 
bei pu etwa 8 erkennen lassen. 


d) po-Optimumkurven gegen Edestin als Substrat. 


Versuche gegen Edestin bestitigen die Versuche an Casein und 
Gelatine. Versuch 13 mit einem sauren Glycerinextrakt und Versuch 14 
mit einem gleichartigen Extrakt, vorher autolysiert, gegen Edestin 
als Substrat, lassen das katheptische Optimum bei py 4 bis 5, sowie das 
tryptische Optimum bei px etwa 8 erkennen. 
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e) pxo-Optimumkurven gegen EigeneiweiB als Substrat. 

Ein gleiches Verhalten zeigt der Versuch 15 mit dem Eigeneiweif} 
des Extraktes als Substrat. Auch hier liegt das katheptische Optimum 
bei pu 4,3, ein tryptisches bei py etwa 7 bis 8. 

Die Versuchsgruppe zeigt also, daf mit Sicherheit in Leucocyten 
Kathepsin, daneben aber in annihernd gleicher Menge Trypsin vor- 
handen ist. 


2. Unterscheidung zwischen Trypsin und Erepsin. 


Durch die Anwendung der nephelometrischen Methode, bei der 
eine ereptische Wirkung nicht in Frage kommen kann, ware schon 
bewiesen, da es sich bei dem Optimum im alkalischen Gebiet um wahres 
Trypsin handeln muB. Trotzdem ware der Einwand denkbar, daB durch 
die Wirkung des Erepsins die proteolytischen Spaltprodukte weiter 
aufgespalten werden kénnten als ohne dieselbe und daB hierdurch 
fiir die Proteolyse eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen 
Substratferment und Fermentspaltprodukten bewirkt werden kénnte. 
Ks ware also immerhin eine indirekte Wirkung des Erepsins denkbar, 
so daB die alkalische Zacke eventuell indirekt durch das Erepsin ver- 
ursacht gedacht werden konnte. Es wird damit notwendig, das Bestehen 
des echten Trypsins noch weiterhin zu beweisen. Hierzu werden in 
folgenden Versuchsgruppen zwei Methoden angewandt. 


a) Durch Vergiftung des Erepsins. 

Zunachst wird versucht, die Wirkung von Peptidasen dadurch 
auszuschalten, daB dieselben durch Chloroform vergiitet werden. 
Ks wird hierbei auf die Angaben von Husfeldt verwiesen, daB chloro- 
formierte Eiterzellen weder Di-, Tripeptide noch acylierte Polypeptide 
spalten, was durch die relative Unbestandigkeit der Peptidasen bedingt 
wird, 

b) Durch Kaolinadsorption. 

Des weiteren wird dann gezeigt werden, daB durch eine praparative 
Trennung durch Kaolinadsorption die Proteinasen von den Ereptasen 
getrennt werden und ihre Wirkungen unterschieden werden. 

Der Versuch 16 gibt den Versuch mit Chloroformvergiftung der 
Peptidasen wieder. 

Der Versuch wurde derart angelegt, daB zunachst die proteolytische 
und ereptische Wirkung eines neutralen Glycerinextraktes aus Pferde- 
mischleucocyten gepriift wurde. Und zwar wurde die proteolytische 
Wirkung gegen Casein, die ereptische Wirkung gegen Leucylglycin 
und Glycylglycin untersucht. Aus technischen Griinden muBten wir 
uns hierbei auf die Priifung von Dipeptidasen beschranken. Der Ver- 
such l6a zeigt die Wirkung des unvorbehandelten Extraktes gegen 
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Casein als Substrat. Der Versuch 16b gibt die ereptische Wirkung 
desselben Extraktes am Verbrauch n/20 HCl gemaB der Methode 
von Linderstrém-Lang (31). Nunmehr wurde der Extrakt mit Chloro- 
form versetzt und 48 Stunden bei 37° gehalten. 

Die Abb. 5, Versuch ]6a und I6e¢ zeigt, daf& die proteolytische 
Wirkung, insbesondere die tryptische gegen Casein, durch die Behand- 
lung mit Chloroform in keiner Weise abgenommen hat. Dagegen zeigt 
Versuch 16d, da8 die ereptische Wirkung vollkommen vernichtet 
wurde. Somit konnte also nachgewiesen werden, daB die tryptische 
Wirkung, unveriindert von dem Vorhanden- oder Nichtvorhandensein 
der ereptischen Komponente, bestehen bleibt, was den Beweis fiir das 
Vorhandensein des wahren Trypsins erhiartet. 
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Abb. 5. Abb. 6. 

Optimum -py-Reihen mit dem Pferde- Caseinspaltung durch Pferdeleucocyten- 

leucocytenextrakt IV, 2, vor und nach extrakt IV, 1 und durch Eluat und Rest- 

Chloroformbehandlung, gegen Casein lisung von der Kaolinbehandlung dieses 
als Substrat. Extraktes. 


Ein weiterer Beweis wird durch die adsorptive Fermenttrennung 
erbracht. Versuch 17a gibt zunachst das tibliche Bild einer Casein- 
spaltung durch einen alkalischen Extrakt aus Pferdemischleucocyten 
gegen Casein mit den katheptischen und tryptischen Optima. 

Der Versuch 17b an den gleichen Extrakten zeigt einen betracht- 
lichen Dipeptidasengehalt. Nunmehr wird der Extrakt mit Kaolin 
behandelt, wobei die Proteinasen, nicht aber die Peptidasen oder diese 
nur in geringem Mae an das Kaolin gehen. Die Proteinasen werden 
vom Kaolin durch alkalische Phosphatlésung eluiert (Technik siehe 
Protokoll Versuch 17). Restlésung wie Eluat werden gegen Casein und 
auf Dipeptidasen geprift und zwar wurde beriicksichtigt, daB trotz 
der AdsorptionsmaBnahmen alle endgiiltigen Verdiinnungen der Ex- 
trakte genau denjenigen Konzentrationen entsprechen, in denen sie 
vor der Adsorption angewandt wurden. Die verschiedenen Kurvenbilder 
geben also quantitativ ohne weiteres vergleichbare Ergebnisse. Abb. 6 
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veranschaulicht die Versuche 17a, c und e. Sie zeigt, daB die tryp- 
tische Komponente der Extrakte fast ganz in das Eluat gegangen ist, 
wihrend die Restlésung nur noch eine ganz schwache Trypsinwirkung 
aufweist. 

Versuch 17d und f zeigen wiederum umgekehrt, da die ereptische 
Wirkung vorziiglich in der Restlésung geblieben ist, wihrend im Eluat 
praktisch so gut wie gar keine ereptische Wirkung nachzuweisen war. 

Versuch 18, mit einem sauren und alkalischen Mischextrakt, 
bestatigt den vorangehenden. Durch diese praparative Trennung der 
ereptischen wie der tryptischen Wirkung kann gleichfalls der Beweis 
gegeben werden, daB die Optima im alkalischen Gebiet der Original- 
extrakte nicht auf einer ereptischen Wirkung beruhen, sondern dem 
wahren Trypsin zuzuschreiben sind. 


3. Untersuchungen iiber die Trennung von Trypsin und Kathepsin. 

Im folgenden Abschnitt wird versucht, die beiden Proteinasen, 
das Kathepsin und das Trypsin, praparativ voneinander zu trennen 
und so ihre einheitliche Existenz gegeneinander abzugrenzen. Der 
Versuch der Trennung geht von dem in Abschnitt Il. 1b beobachteten 
Verhalten aus, daB das Kathepsin in saure Extrakte scheinbar leichter 
hineingeht als das Trypsin. Es sei auf den Befund von Versuch 9 
und 10 hingewiesen, in dem im alkalischen Hedin-Extrakt praktisch 
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Abb. 7. 
Caseinspaltung durch die Pferdeleucocytenextrakte VI, 1 — saurer Glycerinextrakt — und 
VI, 2 alkalisch-wisseriger Extrakt. 

allein Trypsinwirkung nachzuweisen war. Es wurde nun _ versucht, 
glycerinige Kxtraktionen mit wasserigen, sauren und alkalischen Ex- 
trakten, kurzfristige und langfristige miteinander in verschiedener Form 
zu kombinieren. Es ist nicht méglich, alle die zahlreichen Versuche, 
die zur Ausarbeitung einer Trennungsmethode fiihren sollten, dar- 
zustellen. Als Beispiel seien nur zunachst die Versuche 19 und 20 
angefiihrt. Hierin wurde versucht, das Kathepsin durch dreimalige 
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je 2 Stunden dauernde Extraktion mit saurem Glycerin zu erschépfen 
und aus dem Riickstand mit alkalischer, wasseriger Extraktion durch 
\nwendung von 5°.ig. NaCl 4+- MgO rach Anweisung von Hedin das 
Trypsin isoliert zu gewinnen. Abb. 7 (Versuche 19a und b) zeigt den 
sauren Glycerinauszug und den alkalisch-wasserigen Extrakt aus dem 
Glycerinriickstand gegen Casein. Es ist zweifellos, daB in den alka- 
lisch wasserigen Extrakten weit mehr Trypsin angereichert ist als in 
dem sauren glycerinigen. Es ist aber eine vollkommene Abtrennung 
des Kathepsins vom Trypsin in dem Versuch noch nicht gelungen. 

In den folgenden Versuchen 21 bis 24 werden Versuche dargestellt, 
in denen gleiche Leucocytenmengen mit verschieden stark saurem 
Glycerin extrahiert werden, wobei von jeder Glycerinart drei ver- 
schiedene (und zwar auch verschieden lange) Glycerinextraktionen an- 
gewandt wurden. Der Riickstand der Extrakte wurde dann wisserig 
und alkalisch extrahiert. Zur niheren Erlauterung diene die felgende 
Beschreibung. 

Extraktion IX. Aus 7 Litern Pferdeschlachtblut wurden nach 
Hamburger (32) 10,2 g feuchte Leucocyten gewonnen. Diese wurden in 
Anteile zu je etwa 2,5 g geteilt und folgendermaBen extrahiert : 

a) 2,5 g¢ Leucocyten werden mit 5 g Glycerin vermischt und 20 Minuten 
bei 37°C aufbewahrt. Das Glycerin war auf 37°C vorgewirmt. Nun wird 
das Gemisch mit 5cem Wasser verdiinnt und scharf zentrifugiert. Der 
gewonnene Extrakt la wird zu Spaltansitzen benutzt. 

b) Die abzentrifugierten Leucocyten werden erneut mit 5g Glycerin 
versetzt und 15 Minuten bei 37°C extrahiert. Es wird mit 5ccm Wasser 
verdiinnt und zentrifugiert: Extrakt Ib. 

ce) Der Riickstand von 1b wird in der gleichen Weise mit 5 g Glycerin 
10 Minuten bei 37°C extrahiert. Es wird ebenfalls mit 5ccm Wasser ver- 
diinnt und zentrifugiert ; Extrakt Ic. 

d) Die Leucocyten werden jetzt mit 5cem Glycerinwasser (50° ig) 
gewaschen und zentrifugiert. Die Waschfliissigkeit wird verworfen und 
der Riickstand wird nach Hedin mit 10cem einer 5°,igen NaCl-Lésung 
+ MgO im Uberschu8 24 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert. Darauf 
wird zentrifugiert, das Zentrifugat 48 Stunden gegen flieBendes Leitungs- 
wasser dialysiert und das EiweiB mit einigen Tropfen Essigséure gefallt. 
Der abzentrifugierte EiweiBniederschlag wird in wenig n/100 NaOH gelost 
und die Lésung mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt; Extrakt 1d. 

Die iibrigen drei Leucocytenanteile wurden nach der gleichen Technik 
und mit den gleichen Fliissigkeitsmengen extrahiert, nur wurde Glycerin 
von verschiedener Aciditit verwendet. Fiir die Extrakte 2a, b, ¢ war das 
Glycerin 0,1°,ig essigsauer, fiir die Extrakte 3a, b, ¢ 0,5° ig essigsauer 
und fiir die Extrakte 4a, b, ec 1°,ig essigsauer. 


Die Extrakte 2d, 3d und 4d wurden wie unter 1d beschrieben her- 
gestellt. 

Es wurden also aus vier Anteilen Leucocyten viermal vier Extrakte 
erhalten. 

Die Waschfliissigkeiten wurden nicht verwendet. Die Extrakte wurden 
gegen Casein ausgewertet. 
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Abb. 8, Versuch 21 gibt die Caseinspaltung der verschiedenen 
Glycerinfraktionen mit neutralem Glycerin. Die Kurve mit dem Ex- 
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Abb. 8. 


Optimum-py-Kurven mit den Pferde- 

leucocytenextrakten IX, la, 1b und le 

- neutrale Glycerinextrakte — und 1d 

Hedin Il, alkalisch — gegen Casein 
als Substrat. 
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Abb. 10. 
Optimum-pg-Kurven mit den Pferde- 
leucocytenextrakten IX, 3a, 3b, 3e — 
0.5% sig essigsaure Glycerinextrakte — 
und 3d — Hedin II, alkalisch — gegen 

Casein als Substrat. 


trakt la zeigt die erste Fraktion mit neutralem Glycerin nach 20 Minuten 
Extraktion. Es ist nahezu allein Kathepsin vorhanden, wahrend 
Trypsin nur in Spuren gerade angedeutet ist. Nach drei Extraktionen 





50 
H2ap 

¢$\-———_—_+—_— Tr 

4o}——_———_——_+ FR + 

$5} ——_}+—+_+-_ ft 4 — 
& Tha2c\ 
& srr| 3 
S 30 we ff 
= Ps fi A 
S25 st FA 
S n/ 
a \ 
S 20 
S 
“9 

0 

5 a 














S 


Abb. 9. 


Optimum-py-Kurven mit den Pferde- 

leucocytenextrakten IX, 2a, 2b, 2¢ 

0,1°/,ig essigsaure Glycerinextrakte 

und 2d — Hedin II, alkalisch — gegen 
Casein als Substrat. 
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Abb. 11. 
Optimum -pq_-Kaurven der Pferdeleuco- 
eytenextrakte IX, 4a, 4b und 4c - 
1% ig essigsaure Glycerinextrakte - 
gegen Casein als Substrat. 
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mit neutralem Glycerin zeigt sich eine Zunahme der extrahierten 
Kathepsinmenge, aber auch eine zunehmende Trypsinmenge. Es geht 
also mit immer wiederholter Extraktion immer neues Kathepsin in 
den Extrakt, wobei gleichzeitig auch allmahlich die Ausbeute an 
Trypsin wachst. Behandelt man den dreimal mit neutralem Glycerin 
extrahierten Riickstand dann wisserig und alkalisch, so geht nahezu 
ausschiieBlich Trypsin in die Lésung, wie die Kurve 1d zeigt. Es fehlt 
jede Spur einer Spaltung bei px 3, wie sie noch an der Kurve le in hohem 
MaBe auffallt. Die Abb. 9, 10, 11 geben nun die gleiche Versuchs- 
anordnung nur mit dem Unterschied, daB der benutzte Glycerinextrakt 
in steigendem MaBe angeséuert ist. Man kann aus den Kurven schlieBen, 
daB durch Anwendung des sauren Mittels die Zellen viel schneller 
zerfallen, so daB schon die ersten Fraktionen deutlich und nicht unerheb- 
lich Trypsin enthalten. In der Abb. 11, die den Versuch mit stark 
saurem Glycerin wiederholt, ist durch das saure Glycerin schon bei der 
dritten Extraktion IX, 4c so viel Trypsin in den Glycerinextrakt 
gelangt, daB die anschlieBende alkalisch-wasserige Fraktion tiberhaupt 
kein Ferment mehr aufweist. Es geht also aus dem Versuch hervor, 
da8 man durch schonende und sehr schnelle Glycerinextraktion, am 
besten neutrale, das Kathepsin als das scheinbar leicht léslichere ent- 
fernen kann, wahrend das an sich schwerer lésliche, aber im alkalischen 
Milieu besser lésliche Trypsin im Riickstand zuriickbleibt. Verfahrt 
man mit den Extraktionen nicht schonend genug, d. h. zu ausgesprochen 
sauer oder alkalisch, so bekommt man keine Trennung der beiden 
Fermente. Nach dem Vorgehen aber, wie es in Versuch 21, Abb. 8 
dargestellt ist. ist es méglich, die beiden Fermente praktisch vollkommen 
zu trennen. Vergleicht man Kurve la, die nahezu nur Kathepsin ent- 
halt, mit der Kurve 1d, die nur Trypsin enthalt, so kann wohl von 
einer Durchfiihrung der Trennung der beiden Proteinasen Kathepsin 
und Trypsin durch fraktionierte Extraktion gesprochen werden. 


III. Untersuchungen iiber die Proteinasen aus Exsudatleucocyten des Pferdes 


1. Exsudatgewinnung. 


Gewinnung von Pferdeleucocyten mittels Terpentininjektion I (Absze8 
in 3 Tagen). Einem Pferd wurden 8g Terpentin unter die Schulterhaut 
gespritzt. Die Injektion léste hohes Fieber aus, die Einstichgegend schwoll 
stark an. Nach 3 Tagen wurde der entstandene AbszeB punktiert. Die 
rétliche, diinnfliissige Punktionsfliissigkeit wurde (um Gerinnung zu ver- 
meiden) in Citratlésung (1,1°, Dinatriumcitrat) aufgefangen. Ausbeute 
etwa 250 cem. Es wurde 5 Minuten bei etwa 1000 Touren zentrifugiert und 
der Riickstand sechsmal unter jedesmaligem Zentrifugieren mit Ringer- 
lésung gewaschen. Ein Kontrollabstrich aus dem Zellriickstand, der nach 
Giemsa gefarbt wurde, ergab kein ganz klares Bild von der Beschaffenheit 
der Zellen: zwischen vielen Zelltriimmern waren ausschlieBlich Lympho- 
cyten neben einzelnen Erythrocyten einwandfrei zu erkennen. Der Zellbrei 
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(3,1 g) wurde mit der dreifachen Menge schwach sauren Glycerins (0,1 ° jig. 
essigsauer) versetzt und 12 Stunden bei 37°C extrahiert. Darauf wurde 
mit n/l10 Ammoniak schwach alkalisch gemacht und erneut 12 Stunden 
bei 37°C stehengelassen. Dann wurde durch ein Faltenfilter filtriert und 
mit Glycerin (3,1 g, dem Gewicht der Leucocyten) nachgewaschen. 

Ausbeute: etwa 11 ccm Extrakt (Pferdeterpentinexsudat 1). 

Gewinnung von Pferdeleucocyten mittels Terpentininjektion IT (Abszef 
in 6 Tagen). 5g Terpentin wurden unter die Schulterhaut eines Pferdes 
gespritzt. Nach 6 Tagen wurde der AbszeB punktiert und ein dickfliissiger, 
in den ersten Anteilen blutfreier, Kiter erhalten. Ein anderer Teil des Eiters 
war bluthaltig und wurde gesondert aufgefangen. Man lieB den Eiter in 
etwa '/, Volumen von 1,1°,ig. Citratl6sung nach Hamburger (37) einflieBen 
Es wurde zentrifugiert und achtmal mit Locke-Lésung gewaschen. Aus dem 
Zellbrei wurden Ausstriche hergestellt und nach Giemsa gefirbt. Das 
morphologische Bild ergab vorwiegend polynucleare Leucocyten, daneben 
verhaltnismaBig wenige Lymphocyten, Granula oft schlecht erkennbar, 
doch charakteristisch. 

Ausbeute: aus blutfreiem Anteil 9.8 g¢ Leucocyten, aus bluthaltigem 
Anteil 3,4 g Leucocyten. 

Die Leucocyten wurden je mit der dreifachen Menge Glycerin extrahiert 
und zwar 12 Stunden bei schwach saurer Reaktion (37°C) und 12 Stunden 
bei schwach alkalischer Reaktion. Dann wurde durch ein Faltenfilter 
filtriert. Es wurden etwa 25 ccm Extrakt gewonnen. 


2. Untersuchung des lymphocytenhaltigen Exsudats. 


~ 


Wie im Abschnitt ITI, 1 gezeigt wurde, wurden nach Terpentiné|- 
injektionen verschiedenartige Exsudate gewonnen, die nach Abszeb- 
bildung nach 3 oder 6 Tagen durch Punktion erhalten wurden. In dem 
diinnflissigen Eiter des dreitagigen Terpentinélabszesses wurden, wie 
gezeigt, fast allein Lymphocyten gewonnen. Die Gewinnung dieser 
Lymphocyten war insofern ein MiBerfolg, als die Gewinnung eines 
Materials von reinen Monocyten erwartet wurde. Andererseits ermég- 
lichte die Gewinnung von Lymphocyten einen Vergleich eines durch 
Exsudat gewonnenen Lymphocytenmaterials mit einem solchen aus 
Organen (Lymphknoten), wie es von P. Rona und H. Kleinmann (23) 
benutzt wurde. 


Die folgenden Versuche 25, 26, 27 priifen einen Extrakt, der durch 
saure und alkalische Extraktionen gewonnen wurde an verschiedenen 
Substraten. Und zwar zeigt Versuch 25 eine Spaltung von Casein, 
Versuch 26 eine Spaltung mit Edestin und Versuch 27 eine Autolyse 
mit dem EigeneiweifB des Extraktes. Die Abb. 12, die den Versuch 25 
mit Casein wiedergibt, laBt ein starkes, katheptisches Optimum erkennen, 
dabei aber jedwede tryptische Wirkung vermissen. Die Versuche an 
den anderen Extrakten bestitigen das Vorhandensein von Kathepsin, 
zeigen aber auch nicht eine Spur von Trypsin. 
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Diese Ergebnisse an nahezu reinen Lymphocyten machen es somit 
iuBerst wahrscheinlich, daB in Lymphocyten allein Kathepsin vor- 
handen ist, die geringe Trypsinmenge, die P. Rona und H. Klein- 
mann (23) bei Extrakten von Lymphocyten fanden, diirfte somit aus 
dem ,,Organ“ als solchem, vielleicht aus dem Zerfall von Myelocyten 
in dem Organ, stammen und diirften nicht den Lymphocytenzellen 
selbst zuzuschreiben sein. 
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Abb. 12. Abb. 13. 
Optimum-py-Kurve mit dem sauer Optimum -pyq-Kurven mit dem sauer- 
-alkalischen Glycerinextrakt aus dem alkalischen Glycerinextrakt aus Pferde- 
Pferdeterpentinexsudat I gegen Casein terpentinexsudat II gegen Casein, Gela- 
als Substrat. tine, Eigeneiweifi des Extraktes als 


Substraten. 


3. Untersuchung des myelocytenhaltigen Exsudats. 


Ganz verschieden von dem lymphocytenhaltigen Exsudat verhielt 
sich ein Exsudat, das nach sechstagiger AbszeBbildung nach Terpentin6l- 
injektion vom Pferde erhalten wurde. Dieses Exsudat unterschied 
sich schon rein auBerlich von dem vorigen dadurch, daB es dickfliissiger 
war. Seine histologische Untersuchung ergab als Zellen nahezu aus- 
schlieBlich polymorphkernige, neutrophile Leucocyten. Aus diesen 
wurde in gleicher Konzentration wie bei dem vorigen Versuch ein 
Glycerinextrakt durch saure und alkalische Extraktion gewonnen. 
Auch dieser Extrakt wurde gegen Casein, Gelatine, EigeneiweiB und 
Edestin als Substrat gepriift. Die Abb. 13 gibt dem Versuch 28, 29, 30 
entsprechende Schaubilder. 


Wie die Abbildung deutlich erkennen laBt, zeigt der Extrakt 
gegen alle Substrate deutlich katheptische Wirkung mit dem typischen 
Optimum des Kathepsins, daneben aber noch stirker eine starke 
tryptische Wirkung. Diese Versuche erwiesen also mit Bestimmtheit, 
daB der Fermentgehalt nicht etwa von der Gewinnungsform der weiBen 
Blutkérperchen, sondern von ihrem Typus abhingig ist. Es ist gleich, 
ob myeloische oder lymphatische, Blut- oder Exsudatzellen untersucht 
werden: Kathepsin ist das Zellferment, das scheinbar in allen lebenden 
tierischen Zellen vorhanden ist. Daneben aber zeigen die gelappt- 
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kernigen und neutrophilen weiBen Blutzellen eine wesentliche Trypsin- 
menge. Es ist gleichgiiltig, ob die Zellen aus Mischblut oder durch 
Exsudat gewonnen werden. Stets ist ihr Trypsingehalt wesentlich und 
nur fiir sie allein charakteristisch. 


IV. Untersuchungen iiber die Proteinasen der Kaninchenleucocyten. 
1. Kaninchenmischleucocyten ( Blutleucocyten ). 


a) Gewinnung von Kaninchenmischleucocyten [nach Szil ard (33) 


Zur Gewinnung von Mischleucocyten wurden zwei Tiere durch Offnen 
der Halsschlagader entblutet. Das Blut wurde durch Schiitteln defibriniert 


und durch Gaze geseiht. Ausbeute 290 ccm defibriniertes Blut. Dann 
wurden unter vorsichtigem Riihren 365ccem Szildrdsches Sauregemisch 
(4 Teile 2,5°,ige Essigsiure, 1 Teil 2°,ige Weinsaure) zugesetzt. Nach 


einigen Minuten trat Hamolyse ein, worauf sofort 520 cem 2" ige Kalilauge 
(etwas mehr als zur Neutralisation der Saure nétig sind) hinzugesetzt 
wurden. Nach kurzem Zentrifugieren (5 Minuten bei 1000 Touren) wurden 
die Riickstande vereinigt und unter jedesmaligem Zentrifugieren viermal 
mit Ringerlésung gewaschen. Es wurden 0,27 g feuchten, schwach rétlichen 
Leucocytenbreies erhalten. Dieser wurde mit der zwdélffachen Menge 
Glycerin und einem Tropfen n/10 NaOH verriihrt und 12 Stunden bei 37° C 
aufbewahrt. Dann wurde mit einigen Tropfen n/10 Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht und erneut 12 Stunden bei 37° C extrahiert. Die Fliissig- 
keit wurde danach mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt (3.5 cem 
und zentrifugiert. 


Ausbeute etwa 7ccm Extrakt (Kaninchenleucocytenextrakt V1). 


b) pr-Optimumkurven. 

Mit dem nach a) erhaltenen Kaninchenmischleucocytenextrakt 
wurde eine py-Optimumkurve gegen Casein angelegt. Es war nur 
moglich, gegen Casein allein zu priifen, da selbst die aus dem Blut 
von zwei Kaninchen gewonnenen Zellmengen nur fiir einen Versuch 
ausreichten. 


} 





Abb. 14. 
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Dieser Versuch 32, Abb. 14, zeigt nun im Gegensatz zu allen bis- 
herigen Versuchen an Pferdeleucocyten, daB nur ein katheptisches 
Ferment, dagegen keine Spur einer tryptischen Wirkung vorhanden ist. 

Dieser Versuch fiigt sich in die weiter unten zu besprechenden 
Versuche an Kaninchenmyelocyten ein und bestatigt durchaus die 
Angaben von Dernby (17) und Husfeldt (1), daB in Kaninchenleucocyten 
kein Trypsin vorhanden ist. Dieser Befund ist um so interessanter, als, 
wie spater berichtet werden wird, im Kaninchenserum wesentliche 
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Mengen von Trypsin vorhanden sind. Auch ist es auffallend, daB eine 
Tierart wie das Kaninchen sich so grundlegend von anderen wie Mensch, 
Pferd und insbesondere von einer ihm als Nager doch so nahestehenden 
Art, dem Meerschweinchen, unterscheidet. Es ist durchaus miéglich, 
daB, wie Husfeldt(1) behauptet, dieses unterschiedliche Verhalten 
mit dem verschiedenartigen Charakter der Leucocytengranula, die beim 
Kaninchen eosinophil, bei den anderen Tieren neutrophil sind, in Zu- 
sammenhang gebracht werden mu. Es diirften diese Zusammenhinge 
fiir die Verteilung des Ferments in den Zellen von wesentlicher Be- 
deutung sein. 


2. Kaninchenexsudatleucocyten (M yelocyten ). 


Im folgenden werden nun die Eigenschaften der Kaninchen- 
exsudatleucocyten untersucht. Es gelingt nach Hamburger (32), 
durch Injektion verschiedenartiger Fliissigkeiten in die Bauchhéhle 
des Kaninchens verschiedenartige Zellformen und zwar nahezu ein- 
heitlich darzustellen. Durch Injektion von physiologischer Kochsalz- 
lésung gelingt es, nahezu rein myeloische, durch Injektion von Oliven- 
oder Paraffinéd], nahezu rein monocytische Blutleucocyten zu erhalten. 
Des weiteren spielt hierbei der ZeiteinfluB eine Rolle, da die hohe Salz- 
infusion nach wenigen Stunden, die Olinfusion nach 12 bis 14 Tagen 
zur Zellgewinnung aus dem Tier entnommen werden. Es folgt nun: 


a) Gewinnung von polymorphkernigen Kaninchenexsudat- 
leucocyten. 


GemaB der Vorschrift von Hamburger und de Haan (32) erhielten zwei 
Kaninchen am Vorabend des Versuchstages eine Injektion von je 200 cem 
steriler, physiologischer Kochsalzlésung (0,9°,ig) in die Bauchhéhle. Am 
nachsten Morgen wurde diese Operation wiederholt und nach etwa vier 
weiteren Stunden das entstandene Exsudat entnommen. Es wurde mit 
100cem Kochsalzlésung vorgespiilt. 


Die Fliissigkeit entleerte sich erst nach kraftigem Massieren des Bauches 
und Schraghalten des Tieres. Zuriickgewonnen wurden 150 bis 180 ccm 
Leucocytensuspension pro Tier. Die Fliissigkeit wurde in Citratlésung 
aufgefangen, zentrifugiert und viermal mit Ringerlésung gewaschen. Im 
Kontrollabstrich (nach Giemsa gefarbt) erkennt man fast ausschlieBlich 
polynucleare Leucocyten, daneben nur vereinzelte Monocyten und Lympho- 
eyten. Die Ausbeute betrug 1,6 g feuchter Leucocyten von zwei Tieren. 
Der Brei wurde 12 Stunden mit der sechsfachen Menge sauren Glycerins 
(0,1°,ig, essigsauer) bei 37° C extrahiert; die gleiche L6sung wurde danach 
mit n/10 Ammoniak schwach alkalisch gemacht und erneut 12 Stunden 
bei 37°C stehengelassen. Dann wurde durch ein Faltenfilter filtriert und 
mit 2cem Glycerin nachgewaschen. Ausbeute 9cem Extrakt IIT. 


Die beiden wie vorangehend gebrauchten Tiere wurden auch weiterhin 
zur Gewinnung von Leucocyten verwendet. 
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So wurden an einem Tage, 3 Stunden nach Injektion von 200 cem 
Kochsalzlésung, 2,1 g feuchter Leucocyten gewonnen: Kaninchenleucocyten- 
extrakt IV (Polym.). Am nachsten Tage wurde die Injektion wiederholt. 
Nach 3 Stunden betrug die Ausbeute 1,4 g feuchter Leucocyten: Kaninchen- 
leucocytenextrakt V (Polym.). Der Extrakt [IV wurde, um mit Sicherheit 
alle Trypsinspuren zu gewinnen, gema8 den Erfahrungen in Abschnitt II, 3, 
dreimal glycerinig-sauer und danach alkalisch-wasserig nach Hedin (34) 
wie folgt extrahiert: 

1. 2.1 g Leucocyten + 4g Glycerin (0,1 ° ig, essigsauer). Das Gemisch 
wird 20 Minuten bei 37°C aufbewahrt, danach mit 4ccm Wasser versetzt 
und zentrifugiert: etwa 7 cem Extrakt IV, 1. 

2. Der Riickstand wird erneut mit 4g Glycerin vermischt und 15 Mi- 
nuten bei 37°C stehengelassen. Nach Verdiinnen mit 4ccem Wasser wird 
zentrifugiert: etwa 7cem Extrakt IV, 2. 

3. Der Riickstand von 2. wird in gleicher Weise mit 4g Glycerin 
10 Minuten bei 37°C extrahiert, mit Wasser verdiinnt und zentrifugiert : 
etwa 7ccm Extrakt LV, 3. 

4. Der Extraktionsriickstand von 3. wird mit 4ccem Glycerinwasser 
(50° ig) gewaschen, zentrifugiert und mit 10 cem MgO und NaCl-haltigem 
Wasser nach Hedin extrahiert. Nach 24 Stunden wird zentrifugiert und 
das Zentrifugat 48 Stunden gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 
Darauf wird filtriert. Aus dem Filtrat wird mit Essigsaiure das Eiweili 
ausgefallt, abzentrifugiert und wieder gelést: etwa 10 ccm Extrakt IV, 4. 

Die vier Extrakte (IV, 1, 2, 3, 4) werden gegen Casein gepriift. 

Der Leucocytenanteil von 1,4g wurde mit der sechsfachen Menge 
sauren Glycerins (0,1°,ig, essigsauer) 12 Stunden bei 37°C extrahiert, 
daraut mit n/10 NH, schwach alkalisch gemacht und nochmals 12 Stunden 
bei 37°C stehengelassen. Darauf wurde durch ein Faltenfilter filtriert und 
mit 2cem Glycerin nachgewaschen: 8,5 ccm Kaninchenleucocytenextrakt V. 


b) pr-Optimumkurven. 

Die folgenden Versuche bringen nun die Auspriifung der aus 
polymorphkernigen Kaninchenexsudatleucocyten gewonnenen Extrakte. 
Diese Extrakte werden sowohl gegen Casein, als auch gegen 
Gelatine, EigeneiweiB und Edestin als Substrat gepriift. Und zwar 
wurden bei der Untersuchung von Eigeneiwei8 und Edestin Extrakte 
angewandt, die wie bisher durch saure und alkalische Extraktionen des 
sauren Leucocytenbreies erhalten wurden. 

Um ganz sicher zu gehen, das geringe vielleicht noch vorhandene 
Trypsinmengen bei der Extraktion nicht tibersehen wurden, wurde ein 
Teil der Kaninchenleucocyten fraktioniert extrahiert, wie es bei der 
Trennung von Kathepsin und Trypsin im Abschnitt IT, 3 beschrieben 
ist; d. h. ein Teil der Leucocyten wurde dreimal mit schwach saurem 
Glycerin und dann anschlieBend wiisserig-alkalisch nach Hedin 
extrahiert, so daBS jede Spur von Trypsin hatte gefunden werden 
miissen. Die Extrakte wurden gegen Casein, Edestin und Extrakt- 
eigeneiweiB gepriift. 
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Wie die Versuche 33, 35, 36, Abb. 15, zeigen, ist bei keiner Ex- 
traktionsform und gegen kein Substrat irgendeine tryptische Wirkung 
in den Extrakten festzustellen. Dagegen ist, wie auch Abb. 16, Ver- 
suche 34a, b, c, die die Caseinspaltung mit den fraktionierten Extrakten 
wiedergibt, deutlich eine starke katheptische Wirkung vorhanden; 
d. h. Kaninchenmyelocyten enthalten, wie alle tierischen Zellen, Ka- 
thepsin, dagegen sind sie véllig trypsinfrei. 
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Abb. 15. Abb. 16. 
Optimum - py -Kurven mit sauer-alkali- Optimum-py-Reihen der 0,1°/,ig essig- 
schen Glycerinextrakten aus Kaninchen- sauren Glycerinextrakte IV, 1, 2, 3 aus 
exsudatleucocyten (Polym.) gegen Kaninchenexsudatleucocyten (Polym.) 
Casein, Edestin und Extrakteigeneiweib gegen Casein als Substrat. 


als Substrate. 


3. Kaninchenexsudatleucocyten (Monocyten). 
a) Gewinnung des Exsudates. 

Nach der Vorschrift wurde einem Kdninchen 50 cem Olivendl, einem 
anderen 50 ccm fliissiges Paraffin in die Bauchhéhle gespritzt. Die Tiere 
blieben wohlauf. Nach 12 Tagen wurden die Bauchhéhlen der Tiere mit 
250 cem physiologischer Kochsalzlésung durchspiilt. Einfiihren und Ent- 
leeren der Fliissigkeit geschah mit einer Troikart-Kaniile mit Seiten- 
6ffnungen. Die Entleerung wurde durch kraftiges Massieren unterstiitzt. 
Das ausflieBende Exsudat wurde in Citratlésung (1,1 °,, Citrat, 0,7°,, NaCl) 
aufgefangen. Ausbeute je etwa 200 ccm. 

Die Ole bilden mit der Fliissigkeit eine feine Emulsion. Durch Zentrifu- 
gieren wurden die Phasen getrennt. Der Leucocytenbrei wurde viermal mit 
Ringerlésung gewaschen. Ausbeute: Olivendlinjektion 0,8 g feuchte Leuco- 
cyten, Paraffininjektion 0,9 g feuchte Leucocyten. Ausstriche des Breies 
nach Giemsa gefarbt lieBen unter dem Mikroskop ausschlieBlich Monocyten 
erkennen, die von feinen Oltrépfchen durchsetzt waren. Da die Unter- 
scheidung von Lympho- und Monocyten bei Kaninchenexsudaten ziemlich 
schwierig ist, kénnte es sich eventuell um mit Monocyten gemischte Lympho- 
cyten handeln. 

Der Leucocytenbrei wurde mit der sechsfachen Menge Glycerin, bei 
schwach saurer Reaktion 12 Stunden im Brutschrank stehengelassen. 
Darauf wurde mit n/10 Ammoniak schwach alkalisch gemacht und erneut 
12 Stunden bei 37° C aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde durch ein 
Faltenfilter filtriert und mit 2cem Glycerin nachgewaschen. Ausbeute: 
l0cem Glycerinextrakt. Kaninchenleucocytenextrakt I (Monocyten). 
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Zwei weiteren Kaninchen wurden je 50 ccm Paraffin in die Bauch- 
hohle injiziert. Nach 15 Tagen wurde das Exsudat unter Vorspiilen mit 


je 200cem physiologischer Kochsalzlésung entnommen. Die Paraffin- 
emulsion wurde in Citratlésung aufgefangen, zentrifugiert und viermal mit 
Ringerlésung gewaschen. Ausbeute 2,1 g Leucocytenbrei. Im Ausstrich 


wurden nur Monocyten (Lymphocyten ?) gefunden. 

Die Leucocyten wurden in der sechsfachen Menge Glycerin suspendiert. 
Das Glycerin war 0,1° ig essigsauer. Nach zwolfstiindigem Aufbewahren 
im Brutschrank wurde mit n/10 Ammoniak schwach alkalisch gemacht 
und erneut 12 Stunden bei 37°C extrahiert. Sodann wurde durch ein 
Faltenfilter filtriert und mit 2 cem Glycerin nachgewaschen: 14 cem Kanin 
chenleucocytenextrakt IT (Monocyten). 


b) po-Optimumkurven. 

Mit den sowohl sauer wie alkalisch-glycerinig extrahierten Ka- 
ninchenmonocyten wurden nun ebenso wie bei den vorstehenden 
Versuchen Spaltungen gegen Casein, Gelatine, EigeneiweiB und 
Edestin durchgefiihrt. Die Versuche, dic 
durch die Protokolle 37 bis 42 belegt 
werden, seien durch die Abb. 17 veran- 
schaulicht, die die Spaltungskurven von 
Casein und Gelatine darstellen. Alle Ver- 
suche geben einheitlich starke katheptische 

as aa und Fehlen jedweder tryptischen Wirkung 
Opttanntergigthavenn ten Bei der Beobachtung dieser Versuche 
Kaninchenexsudatleucocyten- bleibt es fraglich, ob ein reines Mono- 
Cae tes lila neg, eytenmaterial tatsichlich vorgelegen hat 
\ Nach freundlicher Mitteilung von Prof. 
Hirschfeld', der die histologischen Praparate liebenswiirdigerweise 
beurteilte, ist die Unterscheidung von Kaninchenmonocyten und 
Lymphocyten schwierig, besonders noch dadurch, da es sich um 
zum Teil zerfallendes Zellmaterial handelte. Jedenfalls kann mit 
Sicherheit gesagt werden, daB derjenige Zelltypus, der unter den 
durch Olinjektionen in die Kaninchenbauchhéhle gegebenen Be- 
dingungen hervorgerufen wird, allein Kathepsin und nicht Trypsin 
enthalt. 








Lweibspatung in % 
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V. Aktivierungsverhalten. 
1. Aktivierung des Kathepsins mit H,S und HCN. 

Der folgende Abschnitt behandelt die Frage, ob die in Leucocyten 
beobachteten Fermente aktivierbar sind. Durch die Arbeiten von 
Grassmann (35) und seinen Mitarbeitern war gezeigt, daB Pflanzen- 
proteinasen, die im isoelektrischen Punkt des EiweiBsubstrats optimal 


1 Wir sprechen Herrn Prof. Hirschfeld fiir seine Hilfe unseren ve! 
bindlichsten Dank aus. 
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wirksam sind und nahe Verwandte des Kathepsins darstellen, durch 
H,S und HCN wesentlich aktivierbar sein sollen. Von Waldschmidt- 
Leitz (36) ist dann spater die Aktivierbarkeit des Kathepsins behauptet 
worden. Die Auffindung eines Aktivators wiederum fiihrte zu weit- 
gehenden physiologischen Schliissen (37). 

Im Gegensatz zu den genannten Autoren konnten Kleinmann und 
seine Mitarbeiter in allen bisherigen Untersuchungen iiber Gewebs- 
proteinasen niemals irgendeine Aktivierung des Kathepsins beob- 
achten, wenn andere Substrate wie Gelatine zur Spaltung herangezogen 
wurden. Sowohl bei der Untersuchung der Milzproteasen von Klein- 
mann und Stern (21), wie bei der Untersuchung von Organproteasen 
und Proteasen bdésartiger Geschwiilste von H.Kleinmann und 
F. Werr (22) konnte festgestellt werden, daB jedwede Spur einer Akti- 
vierung durch H,S oder HCN ausblieb, wenn Casein, EigeneiweiS 
oder Edestin als Substrate angewandt wurden. Dabei wurde eine 
auBerst starke Aktivierung stets dann festgestellt, wenn Gelatine als 
Substrat vorlag. Bei den sich widersprechenden Berichten der Autoren 
ist zu beriicksichtigen, daB Grassmann wie auch Waldschmidt- Leitz 
Spaltproduktmethoden benutzten, wihrend von Kleinmann und Mit- 
arbeitern die Substratabnahmen verfolgt wurden. Es ist vielleicht 
méglich, daB Prozesse aktiviert werden, die nach dem ersten Angriff 
auf das Eiwei8 einsetzen und daB die Gelatine als verhaltnismabig 
niedrig stehender K6rper dieser Gruppe von Kérpern zuzuordnen ist. 
Es sind jedoch auch andere Erklarungen denkbar, und es wird z. B. hier- 
iiber von Kleinmann und Mitarbeitern gearbeitet. 


Vorstehende Untersuchung an Leucocytenkathepsin bestitigt die 
Angabe, daB eine Aktivierung des Kathepsins durch H,S und HCN 
allein gegen Gelatine zu beobachten ist. 

Was nun die Beobachtungen einer Aktivierung von Leucocyten- 
trypsin durch Enterokinase betrifft, so ist dieselbe zuerst von Wéill- 
stiétter und Bamann (24) wahrscheinlich gemacht worden. Spater ist 
diese Angabe wieder von Wilistétter und Rohdewald (24)  zuriick- 
genommen worden, was auch mit den Beobachtungen von Stern (26) 
im Einklang steht, der Meerschweinchenleucocyten durch Entero- 
kinase nicht aktivierbar fand. 

Auch in vorliegender Arbeit konnte festgestellt werden, dab 
Trypsin aus Pferdemyelocyten durch Enterokinase nicht aktivierbar ist. 


Im folgenden werden sowohl Extrakte aus Pferdemischleucocyten, 
aus Terpentinexsudaten vom Pferde, sowie aus Kaninchenmonocyten 
gepriift. Und zwar werden Casein, Gelatine, EigeneiweiB und Edestin 
als Substrate angewandt. Die Aktivierung erfolgte je an H,S oder HCN 
derart, daB H,S in Mengen bis zu 20 bis 25 Vol.-°,, von gesattigtem 
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Schwefelwasserstoffwasser dem Ferment zugesetzt wurde, oder dab 
HCN bis zu lmg pro lcem der endgiiltigen Extraktverdiinnung 
zugefiigt wurde. Hinsichtlich der Aktivierungstechnik wird auf die 
Arbeit von Kleinmann und Stern (21), Kleinmann und Werr (22) und 
Rona und Kleinmann (23) verwiesen. Zuniachst folgt: 


a) Aktivierung gegen Gelatine als Substrat. 


Die Abb. 18 veranschaulicht den Versuch 43, der die Einwirkung 
von H,S auf einen Extrakt aus Pferdemischleucocyten wiedergibt. 
Die Abbildung zeigt deutlich eine nahezu 100°, betragende Aktivierung 
des Kathepsins, wahrend die Trypsinzacke unbeeinfluBt bleibt. Daf 

die Aktivierung nicht so stark ist wie 

















60 bei den Milzextrakten nach Alein- 
xe 50 mann und Werr (22), diirfte mit dem 
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S wl Verhalten der Extrakte in Verbindung 
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ss 84,9 Versuch 44, der den EinfluB von 
Abb. 18. H,S und HCN auf Pferdemischleuco- 


Optimum -Px-Reihen des Pferde- ovtenextrakt gegeniiber Gelatine priift, 
leucocytenextraktes [| —  saurer ° © 


Glycerinextrakt — ohne Zusatz und bestatigt den vorstehenden und zeigt 

gage a Phenyl iy ~ gga auch einen Zusammenhang zwischen 

AktivierungsgréBe und Extraktver- 

diinnung. Des weiteren zeigt er, daB HCN ebenfalls aktivierend 

wirksam ist, daB aber die AktivierungsgréBe hinter der mit H,S 
zuriickbleibt. 

‘ Versuch 45 veranschaulicht, daB ein nur Trypsin enthaltender 
alkalischer Hedin-Extrakt auch dann nicht katheptisch wirksam wird, 
wenn eventuell noch vorhandene Kathepsinreste mit H,S aktiviert 
werden. Dieser Versuch stiitzt also die im Abschnitt II, 3 durchgefiihrte 
Trennung des Trypsins vom Kathepsin. Nunmehr wird in Versuch 46 
ein anders behandelter Leucocytenextrakt untersucht, und zwar handelt 
es sich um einen Pferdeleucocytenextrakt nach vorhergegangener 
Chloroformautolyse. Auch hier finden wir eine Aktivierung durch H,8, 
steigend mit der Fermentverdiinnung und eine starke Aktivierung 


auch durch HCN. 


Neben Pferdemischleucocyten wurden auch Exsudatleucocyten 
gepriift, und zwar wurde der Exsudatextrakt Il angewandt, der aus 
myeloischen Leucocyten gewonnen wurde. Dieser Extrakt, der zu wenig 
Kathepsin enthilt, um noch eine Gelatinespaltung zu liefern, zeigte, 
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wie Versuch 47 darlegt, eine deutliche Spaltung bei der Aktivierung 
mit H,S und HCN. 


Auch Extrakte aus Kaninchenmonocyten konnten, wie Versuch 48 
zeigt, sowohl durch H,S wie auch HCN aktiviert werden. Auch dieser 
Versuch zeigt die Abhangigkeit der Aktivierungsgr6Be von der Ver- 
diinnung. Die Aktivierung durch H,S betrug bei einer Verdiinnung 
1:10 70°, bei einer Extraktverdiinnung 1: 20 223°; 


Diesem gegeniiber bleibt die Aktivierung durch HCN mit 118°, 
zuriick. Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB das Kathepsin 
aller Extrakte, seien sie aus Myelocyten oder Monocyten, Pferde- 
oder Kaninchenleucocyten gewonnen, deutliche Aktivierung durch H,S 
und HCN erfuhren, wenn Gelatine als Substrat angewandt wurde. 


b) Aktivierung gegen Casein als Substrat. 

Ganz anders verhalten sich aber die Extrakte gegen H,S und HCN, 
wenn sie gegen andere Substrate als Gelatine gepriift werden. Es 
kénnen von den sehr zahlreichen Versuchen in dieser Richtung nur 
einzelne als Beispiel angefiihrt werden. Versuch 49 gibt den Versuch 
iiber die Aktivierung eines alkalischen Pferdeleucocytenextraktes 
durch H,S und HCN und Versuch 50 einen Versuch mit wisserigem 
Hedin-Extrakt, der auch etwas Kathepsin enthalt. Es ist weder durch 
H,S noch durch HCN die geringste Beeinflussung der Caseinspaltung 
zu beobachten. 


‘ 


ec) Aktivierung gegen EigeneiweiB als Substrat. 

Ebenso wie gegen Casein ist jede Aktivierung zu vermissen bei der 
Anwendung von EigeneiweiBextrakt als Substrat. Versuch 51 benutzt 
einen Pferdeleucocytenextrakt nach Chloroformautolyse, Versuch 52 
einen sauer und alkalisch gemischten Glycerinextrakt aus Pferde- 
leucocyten und zeigt, daB jeder EinfluB zu vermissen ist. 


d) Aktivierung gegen Edestin als Substrat. 

Versuch 53 zeigt, daB auch gegen Edestin als Substrat weder 
durch H,S noch HCN irgendeine Steigerung der Proteolyse zu 
erhalten ist. 

Die Versuche an Pferdeleucocyten entsprechen alle durchaus 
den Beobachtungen von Kle*nmann und Mitarbeitern iiber Kathepsin- 
aktivierung, d.h. Kathepsin gleichwertiger Herkunft wird durch H,S 
und HCN sehr stark aktiviert, wenn Gelatine als Substrat vorliegt; 
bei Anwendung aller anderen benutzten Substrate ist keinerlei Akti- 


vierung zu beobachten. 
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2. Aktivierung des Pferdeleucocytentrypsins durch Enterokinase. 

Die zu folgenden Aktivierungsversuchen verwandte Enterokinase 
wurde nach der Vorschrift von W aldschmidt-Leitz (38) gewonnen und 
ausgepriift, wie es in einer folgenden Untersuchung iiber Serum- 
proteinasen niher beschrieben wird. Mit dieser aktiven, aber nicht 
mehr unter den gegebenen Bedingungen merkbar trypsinhaltigen 
Enterokinase wurde nun Versuche tiber die Aktivierung der Pferde- 
leucocyten auf Tryptase angestellt. Zunichst wurde ein mehrere 
Monate alter Glycerinextrakt aus Pferdemischleucocyten der Ein- 
wirkung der Enterokinase unterworfen. 

Der Versuch 54 zeigt, da jeder EinfluB durch Enterokinase 
vermiBt wurde. Da es nun aber denkbar war, daB sich durch das mehr- 
monatige Stehen so viel Aktivator aus dem Zellmaterial gebildet haben 
kénnte, daB ein vollaktivierter Extrakt zur Untersuchung vorlag, 
so wurden die Versuche auch mit ganz frischem Zellmaterial wiederholt. 
Und zwar zeigt Versuch 55 einen Aktivierungsversuch mit einer Sus- 
pension von Pferdemischleucocyten, waihrend Versuch 56 einen solchen 
mit frischem Leucocytenextrakt darstellt. Die Technik ist in den Proto- 
kollen genau gegeben. Die Versuche zeigen beide, daB eine Aktivierung 
durch Enterokinase nicht méglich war. 


VI. Untersuchung von Pferdeleucocyten auf Dipeptidasen. 


Im folgenden seien noch einige kurze Versuche angefiihrt, die zur 
Bestimmung von Dipeptidasen in Pferdemischleucocyten dienen sollen. 
Es besteht nach den Angaben der Literatur kein Zweifel, daB Dipepti- 
dasen in Leucocyten vorhanden sind, und wenn Kleinmann und Stern (21) 
dieselben in einem orientierenden Versuch in Rindermischleucocyten 
vermiBten, so beruht das sicher darauf, daB die empfindlichen Di- 
peptidasen in dem Extrakt zerstért waren. Zur Methodik dient die 
Spaltung von Leucylglycin und Glycylglycin nach Linderstrém-Lang (31) 
mit n/20 HCl. Versuch 57, der mit einem neutralen Glycerinextrakt 
angestellt wurde, zeigt, daB beide Dipeptide deutlich gespalten werden, 
und zwar in Ubereinstimmung mit der Literatur Leucylglycin stiarker 
als Glycylglycin. Ebenso liegt eine Ubereinstimmung in der Angabe, 
daB das Optimum von Leucylglycin bei py 8 liegt, das Optimum von 
Glycylglycin bei px 7,2. 

Ebenso verhalten sich sauer und alkalische Mischextrakte aus 
Pferdeleucocyten (Versuch 58). 


Versuch 59, der einen sauer-wasserigen Extrakt (Hedin) priift, 
zeigt Ubereinstimmung bei der Peptidasenwirkung, waihrend in dem 
Versuch 60 keine Peptidasenwirkung auffindbar ist. Dies hangt sicher 
mit der Empfindlichkeit der Peptidasen im alkalischen Milieu zusammen. 
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Die Versuche 61 und 62 beweisen, was schon unter I], 2 dargelegt 
wurde, daB Chloroformeinwirkung die Peptidasen zerstért. So zeigten 
Versuche nach Chloroformautolyse keinerlei Peptidasenwirkung. In 
einem Glycerinextrakt aus Pferdeexsudatleucocyten (s. Versuch 63) 
konnten ebenfalls keine Dipeptidasen nachgewiesen werden. Da es 
aber sicher ist, daB in myeloischen Leucocyten Dipeptidasen vorhanden 
sind, so kann ihr Fehlen in diesen Extrakten nur dadurch erklart werden, 
daB durch den Zellzerfall, der in dem sechs Tage alten Exsudat bereits 
eingesetzt hat, die empfindlichen Dipeptidasen zum gréBten Teil zer- 
stért sind. 


Ausziige aus den Protokollen. 
II, 1,6) pu-Optimumkurven gegen Casein als Substrat. 
a) Saure und alkalische Glycerinextrakte. 
Versuch 1. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt I], | alkalisch 

gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 1:15. Casein- 

spaltansaitze wie tiblich. px-Einstellung mit n-Essigsiure und m/15 Phos- 
phatpuffer. 





Ansatz: I II I IV V VI Vil Vul 
Oe. + sss eo 0 «| 188) 328) S88) G19) 610; 7,76; B20) O16 
Spaltung in J... 4,7 | 181 124 583 | 324 594 523 | 14,9 


Ergebnis: Die Caseinspaltung zeigt drei Optima: zwei katheptische 
bei pu 2,7 und 5,1 und ein tryptisches bei px 7,7. 
Versuch 2. 
Optimum-pu-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt I sauer 
gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 1: 5. 
Ergebnis: Die Spaltung 1laBt drei Optima erkennen: zwei katheptische 
bei pu 3,2 und 5,3 und ein tryptisches bei px 7,5. 


Versuch 3. 


Optimum-pxH-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt V kombiniert 
sauer-alkalisch — gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 


Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei pu 2,9 und 5,1 und ein tryp- 
tisches Optimum bei pu 7,6. 


Versuch 4. 


Optimum-py-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt LV, 3 Chloro- 
formautolysat gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 
Ls 30. 


Ergebnis: Die Spaltungskurve des Kathepsins und Trypsins. 
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Versuch 5. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt VII — Chloro- 


formautolysat gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 
1: &. 

Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,2 und 5,2. Ein tryptisches 
Optimum bei px 7,40. 


b) Saure und alkalisch-wasserige Extrakte. 
(Hedin-Extrakte. ) 
Versuch 6. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt IT, 2 Hedin 1, 
sauer gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung |: 5. 
Ansitze und pu-Einstellung wie iiblich. 





Ansatz : I ll Il IV Vv VI Vil Vill 
po... sss! 212) 290) 836) 510] 659 7,45| 8,26 8,87 


Spaltung in)... 82 286 19,0 534 (§483 548 | 493 123 


Ergebnis: Zwei katheptische und ein tryptisches Optimum. 


Versuch 7. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt III, 2 — Hedin |, 
sauer gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung |: 5. 


Ergebnis: Zwei Optima der katheptischen Spaltung bei px 2,9 und 5,6. 
Die tryptische Spaltung ist nur schwach. 


Versuch 8. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt IV, 4 — Hedin |. 
sauer gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung |: 5. 


Ergebnis: Die beiden katheptischen Optima sind deutlich erkennbar. 
Das tryptische Optimum tritt nur wenig hervor. 


Versuch 9. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt IT, 2 — Hedin II, 
alkalisch gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung | : 5. 


Ergebnis: Tryptische Spaltung. Das Optimum liegt bei pu 7,7. 


Versuch 10. 


Optimum-pu-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt III, 2 — Hedin I, 
alkalisch — gegen Casein. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung I: 2. 
1:5, 1:10. Einstellung der px: px 2 bis 4 mit Essigséure, px 5 bis 9 mit 


m/15 Phosphatpuffer. Caseinansatze wie iiblich. 
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Verdiinnung 1:2 Verdiinnung 1:5 Verdiinnung 1: 10 
pu Spaltung pu Spaltung pu Spaltung 
2,24 0 1,92 0 2,16 0 
3,32 0 2,98 0 3.07 0 
4,59 9,1 4.21 5,2 4.11 0 
5,28 40,3 5,02 33,3 5,12 12.7 
6,20 69,3 6,19 41,7 6,08 25.3 
7,45 100 6,92 62.0 7,10 29.7 
7,87 100 7.98 63,9 7,92 36.4 
9,08 27,2 9,12 20,1 8,99 10,8 


Ergebnis: Der alkalische Extrakt nach Hedin zeigt eine rein tryptische 
Spaltung, die annahernd proportional der Verdiinnung abnimmt. 


c) po-Optimumkurven gegen Gelatine als Substrat. 
Versuch 11. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt I — sauer — gegen 
Gelatine. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 1:5. Die iiblichen 
Ansatze mit 1° iger Gelatinelésung. pu-Einstellung: pa 1,5 bis 3,5 mit 
Essigsaure, py 4 bis 6 mit Citratpuffer, px 8 mit Phosphatpuffer, px 9 mit 
Borat puffer. 





Ansatz : I Il Ill IV V VI Vil Vill 


Ae eee ee 160 | 2,34); 3,42; 435; 598) 7,90 821) 8,89 
Spaltung in %y.. . 5.9 13,2 | 284 | 21,0 11,5 | 25,7 | 203 7,8 


Ergebnis: Die Gelatinespaltung zeigt zwei Optima. Das katheptische 
Optimum liegt bei pH 3,4, das tryptische Optimum bei pu 7.9. 


Versuch 12. 
Optimum-pu-Reihe mit dem alkalischen Pferdeleucocytenextrakt II, 1 
gegen Gelatine. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung |: 5. 
Ergebnis: Man erkennt ein katheptisches Optimum bei pu 4 und ein 
tryptisches bei pu 8. 
d) po-Optimumkurven gegen Edestin als Substrat. 
Versuch 13. 
Optimum -pxH-Reihe mit dem = sauer-alkalischen Pferdeleucocyten- 
extrakt V gegen Edestin. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung |: 5. 
Ergebnis: Die Edestinspaltung zeigt zwei Optima; das katheptische 
liegt bei pu 4,6, das tryptische bei pu 7,7. 


Versuch 14. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt VII Chloro- 
formautolysat gegen Edestin. Spaltzeit 20 Stunden. Extraktverdiinnung 
1:10. Ansatze wie iiblich. Zum Neutralisieren der Edestinlésung wurden 
3,.lcem n/10 NaOH verbraucht. Fiir py 3 nur 2,8ccm. px 4 bis 9 mit 
m/15 Phosphatpuffer eingestellt. 





310 H. Kleinmann u. G. Scharr: 





Ansatz : I II Ill IV V VI Vil 
Deiat a: fan ata 3,20 5,30 6,07 6.64 7,12 8,20 9,14 
Spaltung in py . . . 13,8 44,9 39,4 44,7 55,3 49,2 22.3 


Ergebnis: Man erkennt die Optima der katheptischen und tryptischen 
Spaltung. 


e) po-Optimumkurven gegen EigeneiweiB als Substrat. 
Versuch 15. 


Spaltversuch gegen das EigeneiweiB des Pferdeleucocytenextrakts ILI, | 
alkalisch . Optimum-pu-Reihe. Spaltzeit 20 Stunden. Extrakt- 
verdiinnung 1:2. Ansiétze: 28cem Puffer —10cem, davon zweimal 
4,5cem als Nullabnahmen, Rest verwerfen. Zu den Ansiatzen (18 ccm) 
2cem Extraktverdiinnung. Nach der Spaltung aus den Ansatzen zweimal! 
5eem entnehmen, Nullabnahmen mit Extraktverdiinnung auf 5eccm 
Auffiillen. Zu allen Abnahmen 5ccm Wasser + 5cem 25° iger HC! 
7cem Sulfosalicylsdure. 





Ansatz : I Ul Ill IV v VI Vu | (VIII 
pPo...-....]| 821! 4382) 507; 608) 7,03 7,80) 854) 8,96 
Spaltung in% .. . | 192 265 | 255 203 | 265 31.2 | 29,2 208 


Ergebnis: Man erkennt ein katheptisches Optimum bei pu 4,3 und ein 
tryptisches Optimum bei px 7,8. 


II, 2. Unterscheidung zwischen Trypsin und Erepsin. 
a) Durch Vergiftung des Erepsins. 
Versuch 16. 

Es wird an dem Pferdeleucocytenextrakt IV, 2, neutraler Glycerin- 
Extrakt, untersucht, ob Kathepsin, Trypsin und Dipeptidase durch Chloro- 
form geschidigt werden. 10 cem Extrakt werden mit Chloroform versetzt 
und 48 Stunden bei 37° C aufbewahrt. Darauf werden der normale und de1 
mit» Chloroform behandelte Extrakt gegen Casein und gegen Leucyl- und 
Glycylglycin gepriift. 

a) Optimum-px-Kurve des normalen Extraktes gegen Casein. Extrakt- 
verdiinnung 1:5. Caseinansétze und py-Einstellung wie tiblich. Spaltzeit 
20 Stunden. 





Ansatz: I Il Ill IV V VI Vu 
Cree a area 3,14 4,05 5,27 6.44 7,02 7,62 8,06 
Spaltung in "/y) . . . 15,3 0 27,3 11,1 18,4 30,8 28,1 


b) Einwirkung des Extraktes IV, 2 auf Leucyl- und Glycylglycin. 
Ansiatze und Titration wie iiblich. Extraktverdiinnung I : 2. 





Substrat pu 5 Std. 20 Std. 
Glyeylglycin . . . .. 7,1 0,09 cem 0,25 cem 
Leucylglycin . . ... 8,0 0,75 , 1,09 


Zunahme n/20 HCl. 
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c) Optimum-px-Reihe des mit Chloroform behandelten Pferdeleuco- 
cytenextraktes IV, 2 gegen Casein. px-Einstellung mit Essigsiure und 
Phosphatpuffer. Extraktverdiinnung 1:5. Spaltzeit 20 Stunden. 





Ansatz : I II IL IV V VI Vil VIU 
MH... | 374) 410 | 5,01) 564] 647) 7,24) 7,81 | 8,25 
Spaltung in % . . ., 8,1 0 21,9 | 23,7 | 20,0 | 35,5 | 39,4 | 252 


d) Einwirkung des mit Chloroform behandelten Extraktes IV, 2 auf 
Leucyl- und Glycylglycin. 3ccm Substratstammlésung + 3cem Puffer 
2cem Wasser + 2cem Extraktverdiinnung 1:2. 2cem Abnahmen mit 


n/20 HCl titriert. 





Substrat Pu 5 Std. 20 Std. 
Glycylglycin ..... 7,1 0,07 ecm 0,04 ecm 
Leueylglycin . . ‘ 8,0 0,05 , 0) 


Zunahme n/20 HCL. 


Ergebnis: Die Chloroformbehandlung hat Kathepsin und Trypsin 
nicht beeinfluBt, die Dipeptidase dagegen zerstért. 


b) Durch Kaolinadsorption. 
Versuch 17. 


Versuch einer Reinigung des Pferdeleucocytenextraktes LV, 1, alkalischer 
Glycerinextrakt mittels Kaolinadsorption und Phosphatelution. 15 ¢cm 
Extrakt (mit 0,16ccem Elisessig auf pu 4 gebracht) wurden mit 15 cem 
Kaolinsuspension (2,2 g Kaolin in 30cem Wasser) vermischt und nach 
einigen Minuten zentrifugiert. Die Lésung wurde erneut mit 15 cem Kaolin 
behandelt und zentrifugiert. Die Restlésung wird aufgehoben. Das Adsorbat 
wurde mit wenig Leitfahigkeitswasser gewaschen, zentrifugiert, und mit 
li5cem 1° ,iger NagH PO, durchschlemmt. Es wird zentrifugiert, erneut 
mit 15 cem Eluens gemischt und wieder zentrifugiert. Beide Eluate wurden 
vereinigt (30 cem). Originalextrakt, Restlésung und Eluat wurden gegen 
Casein, Leucyl- und Glycylglycin gepriift. 

a) Optimum-px-Kurve des Pferdeleucocytenextraktes IV, 1, alkalischer 
Glycerinextrakt gegen Casein. Einstellung der pu mit Essigséiure und 
Phosphatpuffer. Extraktverdiinnung |: 6. Spaltzeit 20 Stunden. 





Ansatz : I II Ill IV V VI Vil Vill IX 


pu . . 1,93 


5 5,45 5,97) 699) 8,11 3,45 
Spaltung in °) | 0 3 


by 5 
482 31,4 (402 539 44 





Ergebnis: Zwei katheptische und ein tryptisches Optimum. 


b) Einwirkung des Pferdeleucocytenextraktes IV, 1 auf Leucyl- und 
Glyeylglycin. Extraktverdiinnung 1:3. 3cem Substratstammlésung 
+ 3cem Puffer + 2 ccm Wasser + 2 ccm Extraktverdiinnung. 2 ecem Ab- 
nahmen nach Linderstrém-Lang mit n/20 HCI titriert. 
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Substrat PH 4 Std. 18 Std. 
Glycylglycin ..... 7,1 0,31 cem 0,69 eem 
Leucylglycin . . . . . 8,2 oF + ros 5 


Zunahme n20 HCl. 


c) Optimum-pu-Reihe der Restlésung von der Kaolinadsorption aus 
Pferdeleucocytenextrakt IV, 1 gegen Casein. Die Restlésung entspricht 
einer Originalextraktverdiinnung | : 3, sie wird entsprechend | : 6 verdiinnt. 
Caseinansitze wie tiblich. px-Einstellung mit Essigsiure und Phosphat- 
puffer. Spaltzeit 20 Stunden. 





Ansatz : I II Ill IV V VI Vil 


OM «« s ree 3,21 4,05 4,98 6,12 7,05 8,06 8,59 
Spaltung in 0%, een 4,7 4,8 11,9 13°7 18,5 9,3 


Ergebnis: Der Fermentgehalt der Restlésung ist gering. Am starksten 
hat die Tryptase abgenommen. 


d) Spaltversuch mit der Restlésung von der Kaolinadsorption aus 
Pferdeleucocytenextrakt IV, 1 gegen Leucyl- und Glycylglycin. Die Rest- 
lé6sung wird unverdiinnt zu den Ansatzen gegeben. Ansatz: 3 ccm Substrat- 
stammiésung + 3ccm 0,2 mol. Puffer + 2cem Wasser + 2cem Extrakt- 
verdiinnung. px 7,1: Phosphatpuffer. py 8,1: NH,CI-NH,-Puffer. 2 cem 
Abnahmen titriert nach Linderstrém-Lang mit n/20 allaslvelied her Salzsaure. 





Substrat pu 4 Std. 18 Std. 
Glycylglycin ..... 7,1 0,17 eem 0,43 cem 
Leucylglycin . . . 8,1 0,59 , 0,82 , 


Reathine n20 HCL 


Ergebnis: Die Titrationswerte sind nur wenig geringer als die des 
Originalextraktes. 
\ 

‘e) Optimum-px-Kurve des Phosphateluats (Reinigung Pferdeleuco- 
cytenextrakt IV. 1) gegen Casein. Die 30 ccm Eluat werden mit 15 cem 
Glycerin auf 45 ccm aufgefiillt und in dieser Verdiinnung zu den Ansitzen 
gegeben. Einstellung der po mit Essigsiure und Phosphatpuffer. Spaltzeit 
20 Stunden. 





Ansatz : I I III IV Vv VI VII 
. Reee eree, © 2a. 5,21 6,09 7,04 7,79 8,16 
Spaltung | inp. . . || 88 5,2 30,2 | 27,9 | 31,8 | 57,1 49.6 


Ergebnis: Starke tryptische Spaltung. Die katheptische Spaltung ist 
bedeutend geringer. Im Originalextrakt sind Trypsin und Kathepsin 
ungefahr gleich. 


f) Einwirkung des Eluats (Reinigung Pferdeleucocytenextrakt IV, 1) 
auf Leucyl- und Glycylglycin. Verdiinnung des Eluats wie bei den Casein- 
ansitzen. 4ccm Eluat im Ansatz: 3ccm Substratstammldésung, 3 ccm 
Puffer, 4cem Eluat. 2cem Abnahmen mit n/20 HC! titriert. 
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Substrat PH 4 Std. 18 Std. 
Glycylglycin . . ... 7,1 0 ecm 0,08 cem 
Leucylglycin. . . .. 8,1 0,06, 0,10 


Zunahme nj20 HCl. 


Ergebnis: Keine Spaltung. 


Versuch 18. 


Versuch einer Reinigung des Pferdeleucoc ytenextraktes VIII — Glycerin 
extrakt mittels Kaolinadsorption und Phosphatelution. 15 ¢cm Extrakt 
werden zweimal mit je 15cem Kaolinsuspension (2.2 g Kaolin in 30 cem 
Wasser) behandelt. Das Adsorbat wird mit wenig Leitfaihigkeitswasser 
gewaschen und zweimal mit je liccem 1°,iger NagHPO,-Lésung je 
10 Minuten eluiert. Originalextrakt, Restlésung und Eluat werden, unter 
Beriicksichtigung der Verdiinnung, gegen Casein und gegen Leucyl- und 
Glycylglycin gepriift. 

Ergebnis: Dieser Versuch bestiatigt die Befunde des Versuchs 17. 
Die Restlésung zeigt nur geringes Caseinspaltvermégen. Die Dipeptid- 
spaltung ist nur wenig (um etwa ein Drittel) geringer geworden. Im Eluat 
dagegen kénnen keine Dipeptidasen mehr nachgewiesen werden, wahrend 
starke Proteinasenwirkung zu beobachten ist. Am stirksten ist die tryptische 
Spaltung. 


II, 3. Untersuchungen iiber die Trennung von Trypsin 
und Kathepsin. 


Versuch 19. 


a) Optimum-py-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt VI, | 





saurer Glycerinextrakt gegen Casein. 23 ccm Caseinansétze und px-Ein- 
stellung wie tiblich. Extraktverdiinnung 1:10. Spaltzeit 24 Stunden. ‘ 
« ‘ 
Ansatz : I ee oe IV V VI Vu Vul 
eae - | 227 | 3,18) 4,09 | 520) 617) 7,05) 7,78) 8,49 
Spaltung in °/) 3,7 1448 $49 | 31,0 | 224 13,7 | 24,5 | 10, 


Ergebnis: Zwei katheptische und ein tryptisches Optimum. 


b) Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt VI, 2 
Hedin, alkalisch — gegen Casein. px-Einstellung von px 2 bis 4 mit Essig- 
siure von px 5 bis 9 mit Phosphatpuffer. Extraktverdiinnung 1: 10. Spalt- 
zeit 24 Stunden. 





Ansatz : I II Ill IV Vv VI Vil 
ree 4,20 5,18 6,02 7,07 8,12 8,67 
Spaltung in %) ... 94 0 20,7 14,3 22,4 39,6 27,1 


Ergebnis: Die tryptische Spaltung ist fast doppelt so hoch wie die 
katheptische. Beim sauren Extrakt aus diesen Leucocyten ist umgekelrt 
die katheptische Spaltung héher als die tryptische. 
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Versuch 20. 


a) Optimum-py-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt IV, 5 
saurer Glycerinextrakt —, verdiinnt | : 6, gegen Casein. Spaltzeit 18 Stunden. 

Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,2 und 5.3 und ein 
tryptisches Optimum bei px 7,7. 

b) Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt IV, 5 
Hedin U1, alkalisch gegen Casein. Extraktverdiinnung 1: 6. Spaltzeit 
20 Stunden. 

Ergebnis: Starke tryptische Spaltung mit dem Optimum bei px 7.3. 
Die beiden katheptischen Optima bei px 3,3 und 5,3 treten nur wenig hervor. 


Versuch 21. 
Auswertung der fraktionierten Pferdeleucocytenextrakte IX, la, b, ¢ 


und d gegen Casein. Caseinansatze wie iiblich. px-Einstellung mit n Essig- 
siure und mit m/15 Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. 


Extrakt IX, la. Verdiinnung I: 5. 








Ansatz : I II Ill IV Vv VI VII Vill 
ek gee ws 3 fe | Oe ae 5,18 | 6,03 | 7,12 | 7,97 8,42 
Spaltung in % ... ) 58 9,7 0 15,2 | 81 9,4 10,7 | 85 
Extrakt IX, 1b. Verdiinnung 1: 5. 
Ansatz : I II Ill IV V VI VII Vill 
eee ee aed . |} 2,16 3.11 3,98 2; 6,15 37 


78 8.52 
7 20.6 


| 


4 5,1 7 
Spaltung in %...) 0 14,2 7,3 228 | 16,4 | 235 | 2 


Extrakt IX, le. Verdiinnung 1: 5. 








Ansatz: I Il Il IV V VI Vu Vill 
Po......-.ei 196] 8320) 410 | 519) 601; 7,28) 7,90) 8,49 
Spaltung in %... 0 12,8 | 9,5 | 289 | 25,6 | 27,9 | 34,7 | 28,2 

Extrakt IX, 1d. Verdiinnung 1: 3. 

Ansatz : I U Ill IV V VI Vil vill 
MH .-...... if 1,99) 298 | 415 | 528) 605) 7,35| 7,87| 8,56 
Spaltung in %...') 0 | 0 52 (| 12,7 | 24,8 | 35,7 | 43,1 | 304 


Versuch 22. 


Optimum-py-Reihen des Pferdeleucocytenextraktes LX, 2a, b, ¢ und d 
gegen Casein. Caseinansitze und px-Einstellung wie iiblich. Spaltzeit 
20 Stunden. 

Extrakt IX, 2a. Verdiinnung 1: 5. 





Ansatz : I I | IV Vv VI Vil Vill 
Po........ | 2,26 | 2,98) 4,19 | 502) 595 | 7,18 | 8,02) 8,47 
Spaltung in %... 68 11.7 | 49 |168 72 8,9 116 9,4 
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Extrakt IX, 2b. Verdiinnung |: 5. 





Ansatz : I II Ill | IV | V VI Vil Vill 
pH Be 2,13 | 3,29| 433 | 5,16) 598) 7,21 7,99) 8,54 
Spaltung in %» . 5,2 15,3 | 8,7 | 228 | 164 | 209 | 283 | 198 


Extrakt IX, 2c. Verdiinnung |: 5. 





Ansatz : I II Ill IV V VI Vil Vill 
po........| 242 | 308) 408 | 507) 6,11) 7,07; 7,92! 851 
Spaltung in %,. . . |} 98 (17,7 | 94 | 27,9 | 22,1 | 286 | 39,4 | 28,7 


Extrakt IX, 2d. Verdiinnung 1: 3. 





Ansatz : I II Il IV V VI Vil Vill 
pa 22... 2,27 | 310 | 414 | 5,18) 611) 7,06 804) 8,42 
Spaltung in)... 0 0 8,9 | 15,6 | 27,9 | 382 | 494 | 399 


Versuch 23. 


Optimum-pxH-Reihe mit den Pferdeleucocytenextrakten IX, 3a, b, ¢ 
und d gegen Casein als Substrat. py-Einstellung mit n Essigsiéure und m/15 
Phosphatpuffer. Caseinansaétze wie tiblich. Spaltzeit 20 Stunden. 


Extrakt IX, 3a. Verdiinnung I: 5. 





Ansatz : I II Ill IV V VI VII Vill 
pu ~ 2 ee ss. | 228) 807] 418) 5,261 6,07! 7,18| 7,97| 8,49 
Spaltung in %... 8,5 | 18,6 | 11,4 | 30,7 | 226 | 263 344 | 28,7 


Extrakt LX, 3b. Verdiinnung |: 5. 





Ansatz : I II il | IV V VI Vil Vill 


po .....-... | 2,02) 314] 418) 522) 611] 7,24! 7,78 | 854 
Spaltung in %. . . || 9,7 | 22,5 | 14,9 | 42,7 | 368 (3889 524 43,2 


Extrakt IX, 3c. Verdiinnung |: 5. 





Ansatz : I HT 11 IV v VI vil sVIII 
| a ea 1,98 3,02 4,09 5,12, 6,14 7,12 804 8,56 
Spaltung in %... 0 10,4 | 56 | 27,3 | 24,7 298 | 369 258 


Extrakt IX, 3d. Verdiinnung |: 3. 





Ansatz : I mn | mi] ww v VI Vil VII 
po ........ | 2,88! 824] 422 | 584 | 621/ 7,07) 7,84 842 
Spaltung in %)... , O 0 | 0 9.4 129 180 229 182 
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Versuch 24. 


Optimum-py-Reihen mit den Pferdeleucocytenextrakten IX, 4a, b, ¢ 
und d gegen Casein als Substrat. Caseinansatze wie tiblich. px-Einstellung 
mit Essigsiure und Phosphatpuffer. Spaltzeit 20 Stunden. 


Extrakt IX, 4a. Verdiinnung I: 5. 





Ansatz : I II ill IV V VI Vil Vill 


puo........i 318) 8308) 412) 527/| 608) 7,15) 7,97) 8,41 
Spaltung in %. . . 104 | 22,6 (101 37,4 31,9 398 476 40,3 


Extrakt IX, 4b. Verdiinnung I: 5. 








Ansatz : I II Il IV V VI Vil Vill 

et ae ae 2.21; 314/ 403; 5,22) 6,12) 7,81| 7,93) 8,32 

Spaltung in °%/p . 12.2 246 (181 |435 3856 426 (51,9 453 
Extrakt IX,4c. Verdiinnung I: 5. 

Ansatz : I II Ul IV V VI Vil Vill 

OM 4. 6 on ese « ot eee | ae. eee 5,15; 6,07; 7,18) 7,97, 8,45 

Spaltung in %)... 0 8.4 9,6 17,2 | 20,5 | 27,4 | 325 | 26,2 


Extrakt IX, 4d. Verdiinnung 1: 3. 


Keine me8bare Caseinspaltung zwischen px 2 bis 9. 
g 


Ill, 2. Untersuchung des lymphocytenhaltigen Exsudates. 
a) po-Optimumkurven gegen Casein als Substrat. 
Versuch 25. 


‘Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeterpentinexsudat I gegen Casein. 
23 cem Caseinansiitze. Einstellung der pu mit Essigséure und Phosphat- 
puffer. Extraktverdiinnung 1:5. Spaltzeit 20 Stunden. 





Ansatz : I II III IV V VI vu 


Wig ie ss «6 Ce ae 5,32 6,05 | 7,20 7,98 8,45 
Spaltung in %...; 182 | 5,6 28,2 10,0 0 0 0 


Ergebnis: Zwei Optima bei px 3,2 und 5,3; katheptische Spaltung. 


b) pr-Optimumkurven gegen Edestin als Substrat. 
Versuch 26. 


Optima-px-Reihe mit dem Pferdeterpentinexsudat I gegen Edestin. 
Ansitze mit je 10cem Edestin. Neutralisieren mit 3,1] cem n/10 NaOH. 
Fiir pu 3: 2,6cem Lauge. Fiir pu 4: 2,9 ccm Lauge. 


Ergebnis: Ein Optimum bei px 4,1. 
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c) Autolyse des Exsudates. 
Versuch. 27. 
Autolytische Spaltung des Pferdeterpentinexsudats I. EigeneiweiB- 
ansitze wie unter Bestimmungsmethoden beschrieben. 
Ergebnis: Katheptische Spaltung bei pu 3,9, keine Spaltung bei 
PH 7,8. 
III, 3. Untersuchung des myelocytenhaltigen Exsudates. 
a) po-Optimumkurven gegen Casein als Substrat. 
Ve rsuch 28. 
Optimum-px-Reihe mit dem Glycerinextrakt aus Terpentinexsudat I] 
gegen Casein als Substrat. 
Ergebnis: Katheptische Spaltung mit den beiden charakteristischen 
Optima und starke tryptische Spaltung. 


b) po-Optimumkurven gegen Gelatine als Substrat. 
Versuch 29. 
Optimum-pH-Reihe mit dem Glycerinextrakt aus Pferdeterpentin- 
exsudat II gegen Gelatine als Substrat. Extraktverdiinnung 1: 10. Ansitze 
mit 1° iger Gelatinelésung analog den Caseinansatzen. 


Ergebnis: Starke tryptische Spaltung. 


c) po-Optimumkurven gegen ExtrakteigeneiweiB als Substrat. 
Versuch 30. 
Optimum-py-Reihe des Glycerinextrakts aus Pferdeterpentinexsudat I 
gegen ExtrakteigeneiweiB als Substrat. Extrakt unverdiinnt in den An- 
satzen. 


Ergebnis: Schwache katheptische und starke tryptische Spaltung. 


d) px-Optimumkurven gegen Edestin als Substrat. 
Versuch 31. 

Optimum-py-Reihe mit dem Glycerinextrakt aus Pferdeterpentin- 
exsudat gegen Edestin als Substrat. 

Ergebnis: Man erkennt wie bei der Caseinspaltung und im Gegensatz 
zur Gelatinespaltung starke tryptische und schwiachere katheptische 
Spaltung. 

IV, 1b. pr-Optimumkurven gegen Casein als Substrat. 
Versuch 32. 

Optimum-px-Reihe mit dem Kaninchenleucocytenextrakt VI (Misch- 
leucocyten) gegen Casein. 

Ergebnis: Katheptische Spaltung. 


IV, 2b. pu-Optimumkurven. 
a) Gegen Casein als Substrat. 
Versuch 33. 
Optimum-py-Reihe des Kaninchenleucocytenextrakts II] sauer 
~ alkalisch (Polym.) gegen Casein. 23 cem Caseinansatze. Einstellung 


21* 
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der pu mit Essigsiure und mit m/15 Phosphatpuffer. Extraktverdiinnung 
1:10. Spaltzeit 20 Stunden. 





Ansatz : I | mam | V VI Vu Vill 
i 
puo.e-....../| 224] 312) 4,18) 541) 6,03) 6,98 | 7,85 | 848 
Spaltung in %... 21,6 455 164 493 | 16,7 98 0 0 
Die Spaltansitze wurden bei pu 7,94 und 7,56 mit der Extraktver- 
diinnung 1:5 wiederholt. Auch hier nach 24 Stunden keine me®Bbare 
Spaltung. 


Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3,1 und 5,4. 


Versuch 34, 

a) Optimum-pxH-Reihe mit dem  sauren Kaninchenleucocyten- 
extrakt IV, 1 (Polym.) gegen Casein. 

Ergebnis: Zwei Optima. Katheptische Spaltung. 

b) Optimum-pu-Reihe mit dem  sauren  Kaninchenleucocyten- 
extrakt IV, 2 (Polym.) gegen Casein. 

Ergebnis: Katheptische Spaltung. 

c) Optimum-px-Reihe mit dem  sauren Kaninchenleucocyten- 
extrakt IV, 3 (Polym.) gegen Casein. 

Ergebnis: Zwei katheptische Optima bei px 3.20 und 5,21. 

d) Optimum-pu-Reihe mit dem alkalischen Kaninchenleucocyten- 
extrakt IV, 4 Hedin II gegen Casein. 

Ergebnis: Keine Spaltung zwischen px 2 bis 9. 


b) Gegen ExtrakteigeneiweiB als Substrat. 
Versuch 35. 


EigeneiweiBspaltung des Kaninchenleucocytenextrakts V (sauer +alka- 
lisch) (Polym.). 

Ergebnis: Katheptisches Optimum bei pu 4,26. Keine Spaltung bei 
pu 7 und 8. 


ec) Gegen Edestin als Substrat. 
Versuch 36. 


Optimum-py-Reihe mit dem Kaninchenleucocytenextrakt IIT (sauer 
-+- alkalisch) (Polym.) gegen Edestin. 
Ergebnis: Ein Optimum bei pu 3,20; katheptische Spaltung. 


IV, 3b. pr-Optimumkurven. 
a) Gegen Casein als Substrat. 


Versuch 37. 


Optimum-px-Reihe mit dem Kaninchenleucocytenextrakt IT (Monoc. 
gegen Casein. Caseinansitze und pu-Einstellung wie iiblich. Extrakt- 
verdiinnung 1:10. Spaltzeit 20 Stunden. 
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Ansatz : I Il Il IV V VI Vil 
eee. ss 4,15 5,56 6,01 7,24 7,98 8,47 
Spaltung in %) . . . | 39,3 19,4 40,0 28.9 0 0 0 


Ergebnis: Zwei katheptische Optima. 


Versuch 38. 


Optimum-px-Reihe des Kaninchenleucocytenextrakts I (Monoc.) gegen 
Casein. Extraktverdiinnung 1:10. Spaltzeit 20 Stunden. 


Ergebnis: Katheptische Spaltung mit den beiden Optima bei pu 2,8 
und 5,5. 


b) Gegen Gelatine als Substrat. 
Versuch 39. 


Optimum-py-Reihe mit dem Kaninchenleucocytenextrakt IT (Monoc.) 
gegen Gelatine. 


Ergebnis: Katheptische Spaltung. Optimum bei px 4,4. 


c) Gegen ExtrakteigeneiweiB als Substrat. 
Versuch 40. 
Autolyse des Kaninchenleucocytenextrakts I (Monoc.) bei px 4 und 8. 
Ergebnis: Katheptische Spaltung bei pu 3,9. Keine Spaltung bei 
pu 7.9. 
Versuch 41. 


Autolyse des Kaninchenleucocytenextrakts II (Monoc.) bei px 4 und 8. 
Ergebnis: Katheptische Spaltung bei pu 4. 


d) Gegen Edestin als Substrat. 
Versuch 42. 


Optimum-pxH-Reihe mit dem Kaninchenleucocytenextrakt I (Monoc.) 
gegen Edestin. 
Ergebnis: Katheptische Spaltung mit dem Optimum bei pu 3,7. 


V, 1a. Aktivierung gegen Gelatine als Substrat mit H,S und HCN. 
a) Extrakt aus Pferdemischleucocyten. 


Versuch 43. 


Optimum-py-Kurve mit dem Pferdeleucocytenextrakt I saurer 
Glycerinextrakt mit und ohne Schwefelwasserstoff gegen Gelatine. 
Ansitze mit 1°,iger Gelatinelésung wie beschrieben.  px-Einstellung: 
pu 2 bis 4 mit Essigséure, pu 5 bis 6 mit n/15 Citratpuffer, px 7 und 8 mit 
m/15 Phosphatpuffer und px 9 mit m/15 Boratpuffer. Extraktverdiinnung 
1:5. Bei einem Teil der Ansatze enthalt die Extraktverdiinnung 20”, 
gesittigtes Schwefelwasserstoffwasser. Spaltzeit 18 Stunden. 








320 H. Kleinmann u. G. Scharr: 





Ohne Zusatz Mit Zusatz 








pu aarti DH — ung 
0 0 
1,60 5,9 2,12 26.9 
2,34 13,2 2,96 29,3 
3,42 28,4 4,25 53,7 
4,35 21,0 4,61 33,4 
5,98 11,5 6,17 16,1 
7,90 25,7 7,53 28,6 
8,21 20,3 8,30 20,3 
8,89 7,8 8,80 107 


Ergebnis: Die katheptische Spaltung hat durch Schwefelwasserstoff 
eine Aktivierung erfahren, die tryptische Spaltung ist nicht beeinfluBt. 


Versuch 44. 

Pferdeleucocytenextrakt V — Glycerinextrakt bei verschiedenen 
Verdiinnungen mit und ohne H,S und HCN gegen Gelatine bei px 4 und 8. 
Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Nur die katheptische Gelatinespaltung wird durch H,8 
und HCN aktiviert. Die Aktivierung durch H,S ist starker als die durch 
HCN. Die Aktivierungen betrugen in Prozenten ausgedriickt bei der 

Extraktverdiinnung 1: 5 durch H,S 47%, durch HCN 26°, 
oa is? ». me wm ws». BOX — 
1:20 ,, H,S 107%, ,, HCN 43% 


Versuch 45, 

Versuch einer Aktivierung des Pferdeleucocytenextrakts IV,4 — 
Hedin IU, alkalisch durch H,S gegen Gelatine, zwischen pr 3 bis 9. 
Extraktverdiinnung 1:10. Spaltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Die Spaltung des Extrakts ist tryptischer Natur. Eine 
Aktivierung durch H,S findet nicht statt. 


Versuch 46. 


EinfluB von Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff auf Pferde- 
leucocytenextrakt VII — Chloroformautolysat — bei pa 4 und 8 gegen 
Gelatine. Speltzeit 20 Stunden. 

Ergebnis: Wirkungssteigerung durch Schwefelwasserstoff und HCN 
nur bei pu 4. In Prozenten ausgedriickt betragt die Aktivierung bei 

Extraktverdiinnung 1: 5 durch H,S 82°,, durch HCN 33°, 

is, “Ree =». BCH 70%, 


b) Extrakt aus Pferdeexsudatleucocyten. 


Versuch 47. 


Glycerinextrakt aus Pferdeterpentinexsudat IJ mit und ohne Schwefel- 
wasserstoff und Cyanwasserstoff gegen Gelatine. Die Extraktverdiinnung 
enthalt 20°, H,S-Wasser bzw. 1 mg HCN pro Kubikzentimeter. px 4.5 
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mit m/15 prim. Phosphat eingestellt. Ansitze wie iiblich. Spaltzeit 
20 Stunden. 





Spaltung in ° 





Extraktverdiinnung pu 
ohne Zusatz mit H.S mit HCN 
1: & 4,5 0 20,7 11,2 
1:10 4.5 0 16,4 9,1 


Ergebnis: Nur die aktivierten Extraktverdiinnungen zeigen Gelatine- 
spaltung. Also Aktivierung durch H,S und HCN. 


ec) Extrakt aus Kaninchenmonocyten. 
Versuch 48. 


Versuch einer Wirkungssteigerung von Kaninchenmonocytenextrakt IT, 
verdiinnt 1: 10 und 1: 20 durch H,S und HCN gegen Gelatine. Die Extrakt- 
verdiinnung enthalt 20 ©, H,S-Wasser bzw. 1 mg HCN pro Kubikzentimeter. 
Gelatineansitze wie tiblich. pu-Einstellung mit m/15 prim. Phosphat. 
Spaltzeit 20 Stunden. 





Spaltung in °/ 


Extraktverdiinnung PH ee 2 Se Sel Se a a 
ohne Zusatz mit H,S mit HCN 
1:10 4.5 21,9 38.5 27,6 
1:20 4.5 10,0 32,3 21,8 


Ein 30 Minuten lang gekochter Extrakt wirkte weder mit noch ohne 
Zusatz von H,S und HCN gegen Gelatine. 

Ergebnis: Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff aktivieren die 
katheptische Spaltung gegen Gelatine. In Prozenten ausgedriickt betriagt 
die Aktivierung bei der 

Verdiinnung 1:10 durch H,S 76%), durch HCN 27%, 
a 1:20)... CS S8"% » HCN 118% 


V,1b. Aktivierung gegen Casein als Substrat. 
Versuch 49. 

Versuch einer Aktivierung des Pferdeleucocytenextrakts IV,1 — 
alkalischer Glycerinextrakt — mit H,S und HCN. gegen Casein. Die 
Extraktverdiinnung enthalt 20°, H,S-Wasser bzw. 1 mg HCN pro Kubik- 
zentimeter. Die iiblichen Ansatze mit 0,25°,iger Caseinlésung. Einstellung 
der px mit Essigsiure und m/15 Phosphatpuffer. Extraktverdiinnung | : 10. 
Spaltzeit 20 Stunden. 








Ohne Zusatz Mit H, S-Wasser Mit Blausdure 
Pu seit” Pu Spaltung i on a — ‘ 
Vu 0 ( 
3,20 6,10 3,10 7,8 3,00 9.4 
5,31 29,8 5,40 29,3 5,10 25,7 
8,12 31,0 7,90 39,7 8,03 28,9 


Ergebnis: Es wurde keine Aktivierung gegen Casein erzielt. 
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Versuch 50. 


Versuch einer Aktivierung des Pferdeleucocytenextrakts II] — Hedin II, 


alkalisch mit Schwefelwasserstoff gegen Casein, bei px 3 bis 9. Spaltzeit 
20 Stunden. Extraktverdiinnung |: 10. 


Ergebnis: Keine Aktivierung der Caseinspaltung durch Schwefel- 


wasserstoff. 


V, ie. Aktivierung gegen EHigeneiweifB als Substrat. 


Versuch 51. 


Versuch einer Aktivierung der EigeneiweiBspaltung des Pferdeleuco- 
cytenextrakts VII Chloroformautolysat — durch H,S. Ansiitze wie 


unter Bestimmungsmethoden _beschrieben. Extraktverdiinnung 1: 2. 
Ein Teil der Verdiinnung enthalt 20°, H,S-Wasser. Spaltzeit 18 Stunden. 





i} Spaltung in 9/5 





PH 
ohne Zusatz mit H2S 
—— = a 
4 40,3 44,2 
8 53,5 54,8 


Ergebnis: Keine Aktivierung. 


Versuch 52. 


Versuch einer Aktivierung der Autolyse des Pferdeleucocyten- 
extrakts V Glycerinextrakt — durch H,S bei pu 4 und 8. Extrakt- 
verdiinnung 1:2. Spaltzeit 6 Stunden. 


Ergebnis: Keine Aktivierung durch Schwefelwasserstoff. 


V, ld. Aktivierung gegen Edestin als Substrat. 


Versuch 53. 


Versuch einer Wirkungssteigerung von Pferdeleucocytenextrakt VII — 
Glycerinextrakt mit H,S und HCN gegen Edestin. Die Technik der 
Edestinabsatze ist unter Bestimmungsmethoden beschrieben. Zum Neutrali- 
sieren der Edestinlésung wurden 2,1 cem n/10 NaOH verbraucht.  Fiir 
pu 3,7 bis 3,9 wurden nur 2,9 cem zim Neutralisieren verwendet. px 8 mit 
Phosphatpuffer eingestellt. Extraktverdiinnung 1:10. Ein Teil der Ver- 
diinnung enthalt 20°,, H,S-Wasser. Spaltzeit 20 Stunden. 





Spaltung in °') 





PH 
ohne Zusatz mit H,S mit HCN 
3,8 20,7 _ — 
39 _ 24,0 22,1 
8,20 49,2 52,3 — 


Die pu wurden am Ende des Versuchs kolorimetrisch gemessen. 


Ergebnis: Keine Wirkungssteigerung. 
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V, 2. Aktivierung des Pferdeleucocytentrypsins durch Enterokinase. 
Versuch 54. 

Aktivierungsversuch an Pferdeleucocytentryptase mittels Entero- 
kinase. Zur Verwendung gelangte ein mehrere Monate alter Glycerinextrakt 
aus Pferdemischleucocyten. Folgende Gemische wurden 30 Minuten bei 
37°C inkubiert: 

1. 3cem Extrakt + Phosphatpuffer (py 8) zu 30 ccm. 
2.3 ,, Enterokinaselésung + Puffer zu 30 ccm. 
3. 3 ,, Extrakt + 3ccem Kinaselésung + Puffer zu 30 ccm. 

Diese Gemische wurden in verschiedenen Verdiinnungen bei pu 8 
gegen Casein gepriift. px-Einstellung mit m/15 Phosphatpuffer. Spaltzeit 
18 Stunden. 

I. Die Gemische werden unverdiinnt (Extraktverdiinnung 1:10) zu 
den Ansatzen getan. 

Extrakt. ..... . 47,9% Spaltung 
Kinase i % ee Oe SS 10,3 % 9 
Extrakt + Kinase . . 48,2°, oe 
II. Die Gemische werden 1:2 verdiinnt (Extraktverdiinnung |: 20), 
Extrakt...... . 26,8%, Spaltung 
PE Da a cc a ss aR 
Extrakt + Kinase . . 23,4°% ie 
III. Die Gemische werden 1: 5 verdiinnt (Extraktverdiinnung |: 50). 
Extrakt. ..... . 13,4% Spaltung 
RNs 2-5 tales SOG rr 
Extrakt + Kinase .. 9,5%, a 
IV. Die Gemische werden 1: 10 verdiinnt (Extraktverdiinnung | : 100). 
Extrakt. ...... 6,1% Spaltung 
RE 6 st a ek * 


Extrakt + Kinase . . 3,4% % 


Versuch 55. 

Aktivierungsversuch mit Enterokinase an frisch gewonnenen Pferde- 
mischleucocyten. Aus 4.5 Litern Schlachtblut wurden nach der Methode 
von Hamburger-de Haan etwe 7g Leucocyten gewonnen. 0,5 g¢ des Leuco- 
cytenbreies wurdea in 2 cem ‘Glycerin suspendiert. Die Suspension wurde 
nach kurzem Stehen zu folgenden Gemischen verarbeitet : 


1. leem Suspension -+ 2 cem Enterokinaselésung +- m/15 Phosphat- 
puffer, pu 8, zu 10 cem. 

2.2 ,, Enterokinaselésung + Puffer zu 10 cem. 

3. 1 ,, Suspension + Puffer zu 10 ccm. 


Nach Ablauf der Inkubationszeit (30 Minuten) wurden die drei Fliissig- 
keiten mit Wasser auf 20ccm verdiinnt, je 2ccm wurden dann zu den 
iiblichen Caseinansatzen bei px 8 benutzt. 





Spaltzeit : 30 Min. 90 Min. 120 Min. 16 Std. 
Leucocyten allein. . . 12,3 33,7 51,7 88,1 
Kinase allein. . ... 0 4.8 6.5 11,2 


Leucocyten-Kinase . . 11,1 31,0 49.8 84,8 
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Versuch 56. 


6g der feuchten Leucocyten (siehe Versuch 55) wurden mit der vier- 


fachen Glycerinmenge 12 Stunden bei 37°C extrahiert. Es wurde durch 
ein Faltenfilter filtriert : 22 cem Filtrat. 
Inkubationsgemische : 
1. 4cem Extrakt + 4cecm Kinase + m/15 Phosphatpuffer, pr 8, zu 
20 cem. 
2.4 ,, Kinaselésung + Puffer zu 20 cem. 
3.4 ,, Extrakt + Puffer zu 20 ccm. 


Je 2 cem der drei Fliissigkeiten wurden nach 30 Minuten zu den iiblichen 
Caseinspaltansatzen gegeben. Ansitze bei px 8. 





Spaltzeit : 1 Std. 2 Std. 16 Std. 
Extrakt allein . . . 13,8 25,1 57,4 
Kinase allein ... 0 5,2 9,7 
Extrakt-Kinase . . 11,6 21,9 53,7 


VI, Untersuchung von Pferdeleucocyten auf Dipeptidasen. 
Versuch 57. 

Optimum-pxu-Kurven mit dem Pferdeleucocytenextrakt IV, 2 
neutraler Glycerinextrakt — gegen Leucyl- und Glycylglycin. Ansatze wie 
iiblich. px-Einstellung mit 0,2 mol. Phosphat- und Ammonchlorid-Ammo- 
niakpuffer. Spaltzeit 6 Stunden. 


Titrationswerte bei Leucylglycin als Substrat: 





Pu: 7,1 7,6 8,2 8,85 


Zunahme cem n/20 HCl. . 0,13 0,59 1,28 1,09 


Titrationswerte bei Glycylglycin als Substrat: 





Pu: 6,1 6,75 7,1 8,1 


Zunahme eem n/20 HCl. . 0,08 0,19 0,32 0,23 


Ergebnis: Das Optimum fiir Leucylglycin liegt in der Nahe von pu 8, 
das fiir Glycylglycin in der Nahe von px 7. 


Versuch 58. 


Optimum-px-Reihe mit dem Pferdeleucocytenextrakt V — Glycerin- 
extrakt sauer + alkalisch gegen Leucylglycin und Glycylglycin. Ansatz: 
3cem Substratstammlésung + 3ccem Puffer + 2cem Wasser + 2 cem 


Extraktverdiinnung 1:2. px-Einstellung mit 0,2 mol. Phosphat- und 
Ammonchlorid-Ammoniakpuffer. Spaltzeit 6 Stunden. 


Titrationswerte bei Leucylglycin als Substrat: 





Pu: 7,1 7,7 8,2 8,8 


Zunahme ecm n20 HCl. . 0,35 0,76 1,01 0,87 
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Titrationswerte bei Glycylglycin als Substrat: 





Pr: 6,1 6,6 7,1 8,1 
Zunahme eem n/20 HCl. . 0,06 0,09 0,34 0,24 


Ergebnis: Ein Optimum fiir Leucylglycin in der Nahe von pq 8. Ein 
Optimum fiir Glycylglycin in der Nahe von pu 7. 


Versuch 59. 

Spaltversuch mit dem Pferdeleucocytenextrakt III, 2 — Hedin, sauer 
gegen Leucylglycin und Glycylglycin. 1l10ccm Spaltansatze wie iiblich. 
2cem Abnahmen mit n/20 HCl titriert. Extraktverdiinnung 1:2. Der 
Extrakt wurde mit Glycerin verdiinnt. 





Substrat PH 4 Std. 18 Std. 
Glycylglycin ...../| 7,1 0,12 cem 0,45 cem 
Leucylglycin . . . 8,1 0,38, 0,57 , 


Zunahme n20 HCl. 


Ergebnis: Die Spaltung des wiisserigen Extraktes ist schwacher als 
die der normalen Glycerinextrakte. 


Versuch 60. 


Spaltversuch mit dem Pferdeleucocytenextrakt III, 2 Hedin Il, 
alkalisch gegen Leucyl- und Glycylglycin. Ansatz: 3cem Substrat- 
stammlésung + 3ccm Puffer + leem Wasser + 1 ecem Glycerin + 2 cem 


Extrakt. Extraktverdiinnung 1: 2. 





Substrat PH 4 Std. 18 Std. 
Glycylglycin ees ae 0,06 cem 0,08 cem 
Leucylglycin . . . 8,1 0,10 , 0,10 , 


Zunahme n/20 HCl. 


Ergebnis: Keine Spaltung. 


. ¥ . 
Versuch 61. 


Spaltversuch mit dem Pferdeleucocytenextrakt IV, 3 Chloroform- 
autolysat gegen Leucyl- und Glyecylglycin. Extraktverdiinnung I: 2. 


Ergebnis: Keine Spaltung nach 4 und 18 Stunden. 


Versuch 62. 


Peptidasebestimmung im Pferdeleucocytenextrakt VII Chloroform- 
autolysat. Extraktverdiinnung 1: 2. 


Ergebnis: Keine Spaltung nach 4 und 18 Stunden. 


Versuch 63. 
Spaltversuch mit dem Glycerinextrakt aus Pferdeterpentinexsudat II 


gegen Leucylglycin und Glycylglycin als Substrate. Extraktverdiinnung | :2 


Ergebnis: Keine Spaltung nach 4 und 18 Stunden. 
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Zusammenfassung. 

Uber die Proteinasen der verschiedenen Formen weifSer Blut- 
kérperchen vom Pferde und Kaninchen werden Untersuchungen an- 
gestellt. Es wurden Blut- und Exsudatleucocyten verwendet. 

Die nephelometrischen Methoden zur Spaltung von Casein, Edestin 
und EigeneiweiB, sowie die kolorimetrische Methode zur Gelatine- 
spaltung werden beschrieben. 

Als Enzymmaterial dienen glycerinige und wasserige Extrakte 
aus Leuceevten variierter Herkunft, deren verschiedenartige Ge- 
winnung tieben wird. 

Saur und alkalische glycerinige, sowie saure und alkalische 
wasserige Extrakte aus Pferdeblutleucocyten werden gegen verschiedene 
Substrate gepriift. Die Extrakte enthalten neben deutlicher Kathepsin- 
wirkung ein im alkalischen Gebiet bei py 8 optimal wirksames Ferment, 
dessen Proteinasennatur unter Ausschlu8 sekundarer Ereptasenwirkung 
durch die angewandte Methodik als Trypsin erkannt wird. 

Wahrend in den glycerinigen, sauren wie alkalischen, und in den 
wasserigen sauren Extrakten Kathepsin und Trypsin in annahernd 
gleichen Mengen (gemessen in EiweiBumeatzen) vorhanden sind, zeigen 
die alkalisch-wasserigen Extrakte aus vorher sauer-glycerinig extra- 
hiertem Material fast reine tryptische Wirksamkeit. 

Die tryptische Natur des im alkalischen Gebiet wirksamen Ferments 
konnte durch folgende Versuche noch weiter erhartet werden: 

Durch Behandlung mit Chloroform (48 Stunden bei 37° C) laBt sich 
die ereptische Wirkung der Extrakte vernichten, wahrend die tryptische 
unbeeinfluBt bleibt. 

Weiter fiihrte Kaolinadsorption zu einer Trennung der beiden 
Fermente Trypsin und Erepsin. In der Restlésung der Kaolinadsorbate 
bleibt die Peptidspaltung fast véllig erhalten, wahrend die Proteinasen- 
virkung, vor allem die Trypsinwirkung, nur noch in Spuren vorhanden 
ist. Im Eluat liegen die Verhaltnisse aber umgekehrt. Hieraus geht 
hervor, daB ereptische und tryptische Wirkung nicht parallel gehen. 

Es wird weiter gezeigt, daB durch fraktionierte Extraktion aus den 
Leucocyten eine Trennung des Kathepsins vom Trypsin gelingt. Kurz- 
fristige, schonende Extraktion mit neutralem Glycerin fiihrt in ihren 
ersten Anteilen zu fast reinen Kathepsinextrakten. AnschlieBende, 
wasserig-alkalische Extrakte enthalten nur Trypsin. 

Zur Untersuchung der Frage, fiir welchen Leucocytentyp die ver- 
schiedenen untersuchten Proteinasen charakteristisch sind, wurde 
durch Exsudatanlegung nahezu einheitliches Zellmaterial gewonnen. 


Terpentininjektion fiihrte bei Pferden in einem Falle nach drei- 
tagiger Einwirkung zu sterilem reinen Lymphocyteneiter, in einem 
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anderen Falle, nach sechstégiger Einwirkung zu fast reinem sterilen 
Myelocyteneiter. Verschiedenartige Glycerinextrakte aus diesem 
Material werden gegen verschiedene Substrate gepriift. Extrakte 
aus Lymphocyten enthielten nur die im sauren Gebiet wirksame 
Proteinase, waihrend Extrakte aus Myelocyten im sauren, daneben 
aber auch im alkalischen Gebiet wirksam sind. Die Frage nach der 
Verteilung der Proteinasen ist dahin zu entscheiden, daB Lymphocyten 
wie alle tierischen Zellen Trager des Kathepsins sind; Myelocvten vom 
Pferde enthalten dagegen neben den normalen Mengen von Kathepsin 
groBe Mengen echten Trypsins. 

An Kaninchen-Exsudatleucocyten wird gezeigt, dai bei dieser 
Tierart weder mononucleare noch die polynucleiren Blutzellen Trypsin 
enthalten. Kathepsin wird in Extrakten aus beiden Zellarten in an- 
nihernd gleichen Mengen gefunden. 

Das Verhalten der Extrakte gegen Aktivatoren wurde gepriift. 
Es wurde H,S und HCN fiir Kathepsin, Enterokinase fiir Trypsin 
verwandt. 

Die proteolytische Wirksamkeit des Kathepsins kann durch H,S 
und HCN nur dann verstirkt werden, wenn Gelatine als Substrat 
angewendet wird. Die Aktivierung ist von der Fermentverdiinnung 
abhingig. Gegeniiber Casein, ExtrakteigeneiweifS und Edestin ist 
keinerlei Aktivierung durch H,S und HCN festzustellen. Die Extrak- 
tionsform ist hierbei gleichgiiltig. Diese Versuche entsprechen den bis- 
herigen Befunden an Kathepsin. 

Das Trypsin der Pferdeleucocyten konnte mit Darmenterokinase 
nicht aktiviert werden. 

Weiterhin wurden Pferdeleucocytenextrakte auf Dipeptidasen 
gepriift. Leucylglycin wird optimal bei py etwa 8, Glycylglycin optimal 
bei pu etwa 7 gespAlten. Am wirksamsten sind Glycerinextrakte, 
weniger wirksam wasserige Extrakte. Autolyse mit Chloroform ver- 
nichtet die Dipeptidasen, so daB Extrakte aus chloroformbehandelten 
Leucocyten unwirksam sind. 
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Eine mikrophotometrische Methode zur Chlorbestimmung. 
Schnellbestimmung von Chlor in biologischen Medien. 


Von 
E. Obermer und R. Milton. 
(Aus dem Laboratorium der Verfasser, London.) 
(Eingegangen am 23. Mai 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber Routinemethoden, 
die wir fiir quantitative Serienanalyse der meisten bekannten normalen 
Bestandteile von Blut, Urin und Fizes ausgearbeitet haben. In Beriick- 
sichtigung unserer besonderen Anforderungen miissen solche Methoden 
folgenden Bedingungen geniigen: 

1. Méglichst hohe Genauigkeit, erreichbar mit 

2. méglichst geringer Menge an biologischem Material. 

3. Geringe Arbeitsbeanspruchung. 

4. Geringe Platzbeanspruchung. 

5. Einfache Ausfiihrung — zwecks genauer unc. schneller Wieder- 
holung durch durchsehnittliches Laboratoriumspersonal. 

Wenn es sich zeigte, daB bestehende Methoden es an einer oder 
mehreren von obigen Bedingungen fehlen lieben, waren wir gezwungen, 
geeignetere Methoden auszuarbeiten. Es mu daran erinnert werden, 
daB verhaltnismaBig wenige normale Bestandteile nach Routine- 
methoden in der iiblichen medizinischen Praxis und den pathologischen 
Laboratorien der Kliniken bestimmt werden. Es ist deshalb nicht 
iiberraschend, daB sich uns die Mehrzah] der bestehenden Methoden 
als ungeeignet erwiesen hat. 


Wir miissen nachdriicklich betonen, daB es unméglich ist, die aus- 
fiihrliche Analysenmethode irgendeines gegebenen einzelnen Bestand- 
teils fiir sich allein hinreichend zu beschreiben. Die wirksame Durch- 
fiihrung der Massenanalyse vieler Bestandteile von Blut und Urin 
ist nur méglich, wenn die Analysen so angeordnet sind, daB sich eine 
an die andere anschlieBt. 
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In der vorliegenden Mitteilung geben wir eine Ubersicht iiber 
unsere Erfahrungen mit bestehenden Chlorbestimmungsmethoden und 
berichten tiber die Schritte, die uns zur Ausarbeitung unserer eigenen 
Methode fiihrten. Die letztere ist dann einige Zeit in unserem Labora- 
torium als Routinemethode angewendet worden und hat praktisch allen 
obigen Anforderungen entsprochen. 


Ubersicht iiber die bestehenden Methoden. 
Die bestehenden Methoden der Chlorbestimmung in Kérper- 
fliissigkeiten lassen sich in vier Gruppen teilen: 
1. Die gravimetrische, 


2. die potentiometrische, 


w 


. die volumetrische, 


> 


die nephelometrische Methode. 


Die gravimetrische Methode. 


Die gravimetrische Methode ist nur von Wert bei Benutzung der 
klassischen Methode von Carius, bei der die organische Substanz im ge- 
schlossenen Rohr verbrannt wird. Diese Methode kommt fiir eine Routine- 
Massenanalyse gar nicht in Betracht. Sie ist kostspielig, zeitraubend und 
erfordert sowohl groBe Mengen an Material als auch die Heranziehung 
qualifizierter Arbeitskrafte. Es war praktisch unmédglich, diese Methode 
einfacher zu gestalten — jede Anderung der Originalmethode fiihrte zu hohen 
Werten infolge der Mitfaéllung anderer Substanzen in der Fliissigkeit. 


Die potentiometrische Methode. 


Wir sehen in clieser Arbeit ven einer Besprechung der Methoden nach 
diesem Prinzip ab. *In den letzten Jahren sind verschiedene Methoden aus- 
gearbeitet worden, wie die von Buday (2). In ihrem gegenwiartigen Stande 
eignen sich diese Methoden nicht zu schnellen Serienanalysen. 


Die volumetrische Methode. 


Von den vielen vorgeschlagenen Methoden, besonders fiir Blut, be- 
ruhen die meisten auf drei Prinzipien: 


1. Methoden nach dem Mohrschen Prinzip (3). 


Von den iiblichen Gebrauchsmethoden wird die von Bang allgemein als 
die beste angesehen (4). Bei dieser Methode 1é8t man Blut auf FlieBpapier 
eintrocknen und durch Alkohol extrahieren. Der Extrakt ist neutral und 
kann direkt mit Chromat als Indikator titriert werden. Da die Titration 
in alkoholischer Lésung ausgefiihrt wird, ist der Endpunkt durch Vermeidung 
von Riickreaktion verscharft. Wir iibernahmen diese Methode einige Zeit 
lang. Sie besaB die Vorteile einer Mikromethode und gab ausgezeichnete 
Resultate. Die alkoholische Extrakvion verlauft jedoch sehr langsam und 
macht die Methode fiir schnelle Resultate ungeeignet. Ein weiterer Einwand 
gegen diese Methode ist, da8B man in jedem Abschnitt dieser Technik mit 
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auBerster Sorgfalt arbeiten muB. Nach unseren Erfahrungen sind iiber- 
einstimmende Ergebnisse mit dieser Methode nur in den Handen von sehr 
geiibten Hilfskraften méglich. 


2. Methoden nach dem Volhardschen Prinzip (5). 


Von diesen ist am bekanntesten die von Whitehorn (6), die von dem 
Wolframfiltrat nach Folin-Wu ausgeht. Diese Methode wird allgemein 
in Laboratorien angewendet, die nach dem F dinschen System der Blut- 
analyse arbeiten. Da jedoch hierbei 2 ccm Blut erforderlich sind, ist sie 
nicht als eine Mikromethode zu betrachten und nicht zu Serienanalysen 
geeignet. Ferner ist in Hinsicht auf die unvollkommene Reaktion und das 
Gleichgewicht zwischen den reagierenden Ionen kein hoher Grad an Ge- 
nauigkeit zu erzielen. Die Originalmethode ist seitdem durch denselben 
Autor modifiziert worden (7) und gibt jetzt genauere Resultate. Eine Mikro- 
methode desselben Prinzips ist von Smirk vorgeschlagen worden (8). Diese 
Methode wurde bis vor kurzem von uns als Schnellmethode angewandat. 
Sie beruht auf der Oxydation des Blutes mit Salpeterséure und einem 
Persulfat in Gegenwart von iiberschiissigem Silbernitrat. Die Riicktitration 
wird genauer durch Zusatz von Aceton zu der oxydierten Lésung, wodurch 
man die Dissoziation zuriickdrangt, Ein geiibter Techniker kann mit dieser 
Methode iibereinstimmende Resultate erhalten. Die Erfahrung hat uns 
jedoch gelehrt, da8 man vor der Titration sehr auf Entfernung von iiber- 
schiissigem Persulfat aus der Lésung achten muB, sonst wird das Auftreten 
der Ferrirhodanidfarbung verzégert. Trotz der obigen Erwagungen gaben 
wir schlie8lich diese Methode zugunsten unserer jetzigen Technik auf, und 
zwar aus folgenden Griinden: a) sie erfordert peinliche Aufmerksamkeit bei 
jeder Einzelheit der Technik und war deshalb vom Standpunkt der ,,ein- 
fachen Ausfiihrung** ungeeignet, 2. die Methode war langwierig — wenn es 
auch bei der nephelometrischen Methode, wie sie von uns ausgearbeitet 
wurde, anscheinend langer dauert, ehe eine Analysenreihe vervollstandigt 
werden kann, so ist doch, wenn man den geringeren Arbeitsaufwand beriick- 
sichtigt, eine betrachtliche Ersparnis méglich. Grabar (9) destilliert- das 
Chlor iiber und benutzt dann bei der Titration das Volhardsche Prinzip. 
Wir halten diese Methode, die zur Zeit in Frankreich vielfach angewandt 
wird, nicht fiir unsere Zwecke geeignet. und zwar aus denselben Griinden, 
die die Smirksche Methode ausscheiden lassen. 


3. Die jodometrische Titration. 
Dieses Prinzip, wie es in der Methode von Tschopp (10) Anwendung 
finder, schien uns nie fiir Massenanalysen geeignet. Die Analyse ist sowohl 
langwierig wie schwierig in der Ausfiihrung. 


Die nephelometrische Methode. 


Es sind viele Methoden vorgeschlagen worden, die man nur als grob- 
quantitativ bezeichnen kann. Taillandier (11) verweist auf friihe empirische 
Versuche von Aglot (12), Gay Lyssac, Mulder (13) und Stass (14) im 19. Jahr- 
hundert, die optische Vergleiche an Chlorsilbersuspensionen anstellten. 
Hurion (15) versuchte 1891, ein genaueres Verfahren auszuarbeiten, doch 
erst Richards (16) schlug eine Methode vor, die Resultate von einiger Ce- 
nauigkeit lieferte. Clark-Wells (17) und Richards und Clark- Wells (18) 
arbeiteten ebenfalls ein Verfahren aus, bei dem noch die einfache Fallung 
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des Chlorsilbers in verdiinnter Salpeterséurelésung angewandt wurde. 
Lamb, Carleton und Meldrum (19) fiihrten zuerst das Prinzip ein, die Stabili- 
tit der Falhung zu schiitzen. Sie benutzten eine verdiinntere Chloridlésung 
und Alkohol als Schutzmittel. Der dadurch verursachten Verzégerung der 
Fallungszeit begegnete man durch Erwaérmen des Gemisches. Die T'aillan- 
diersche Methode (20) fir Wasser, Urin und Blut ist bloB eine Modifikation 
der urspriinglichen Richardsschen Methode. Diese Methode war das erste 
mikro-nephelometrische Verfahren, das vorgeschlagen worden ist. Dieser 
Autor benutzte tatsachlich das Vernes-Brig-Yvonsche Photometer. Bei 
seiner Chlorsilbersuspension benutzte er gleichfalls Glycerin zwecks ,,Er 
héhung der Viskositét des Suspensionsmediums, wodurch die Ausflockung 
verzégert wird". 

Keine von diesen Methoden erwies sich als fiir unsere Zwecke geeignet. 
Gegen die Methode von Lamb, Carleton und Meldrum (19) ist einzuwenden, 
da8 man lange erhitzen muB. Ferner muB die Temperatur, bei der erhitzt 
wird, sorgfaltig innegehalten werden. Auch ist die erhaltene Suspension 
nach ungefahr 30 Minuten nicht mehr stabil. Vom Kostenstandpunkt aus 
ist die Verwendung groBer Mengen Alkohol ein Nachteil. Was die Methode 
von Taillandier anbelangt (20), so besitzt sie gegeniiber den letztgenannten 
den Vorteil gr6éBerer Schnelligkeit. Die Entwicklung der vollkommenen 
Fallung verlauft in 4 bis 5 Minuten und geht schnell in das Stadium der 
Agglutination iiber. Andererseits lassen sich viele Einwendungen machen: 

a) Die Geschwindigkeit der Fallung hangt von der Temperatur ab. 

b) Fremdstoffe, die anwesend sein kénnen, verandern die Geschwindig- 

keit der Fallung. 

c) Die Stahilitét ist nicht iiber einen geniigend langen Zeitraum 

konstant. 


Genaue Resultate sind deshalk schwierig, wenn nicht unmdglich, zu erhalten. 


In der Methode, die wir unten im einzelnen auseinandersetzen, 
haben wir ein Verfahren ausgearbeitet, das gleichzeitig genauer, weniger 
abhingig von Temperatur und Zeitfaktoren und auch fiir Massen- 
analysen verwendbar ist, infolge der Leichtigkeit, mit der die Analyse 
von einem halbwegs geiibten Techniker ausgefiihrt werden kann. 
Es ist keine nephelometrische Methode im wahren Sinne des Wortes, 
da wir, wie Taillandier, das Vernes-Brig-Yvon-Photometer benutzen. 
In einer friiheren Arbeit (1) haben wir die Griinde angegeben, weshalb 
wir dieses Instrument den tiblichen Colorimetern oder Nephelometern 
fiir Massenanalysen vorziehen. Diese Vorteile gelten auch fiir die 
Chlorbestimmung, besonders auf Grund der Tatsache, daB eine Kurve, 
die die Beziehung zwischen optischer Dichte und Konzentration wieder- 
gibt, ein fiir allemal unter Anwendung verschiedener Mengen Standard- 
lésung gezeichnet wird. Sie enthebt der Notwendigkeit, fiir jede Ana- 
lysenreihe eine StandardJésung bereiten zu miissen. Ferner macht, 
wie wir in unserer friiheren Arbeit auseinandergesetzt haben, die 
Zwischenschaltung cines monochromatisch gefairbten Filters genauc 
Vergleichsablesungen fiir jeden ungetibten Beobachter mdéglich. 
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Untersuchung der Fiallungsbedingungen. 
Bei der Ausarbeitung unseres Verfahrens mubten wir folgende 
Faktoren untersuchen: 


1. Anwendung eines Schutzkolloids, 4. Dauer des Erhitzens, 
2. Art des Fallungsreagens, 5. Dauer der Stabilitat, 
3. Technik der Fallung, 6. Wirkung von Elektrolyten, 


7. Wirkung von Eiwei8. 


1. Anwendung eines Schutzkolloids. 

Bei der Suche nach einem geeigneten Schutzkolloid versuchten 
wir nacheinander a) Gelatine, b) Traganthgummi, ¢c) Glycerin. Wir 
fanden simtliche, besonders das letztgenannte, ungeeignet, aus Griinden, 
die uns, im Rahmen dieses Artikels, zu weit in das Gebiet der Ko!loid- 
chemie fiihren wirden. Dagegen fanden wir Gum ghatti, das von 
Folin und Sveberg bei ihrer Ureasemethode benutzt wurde (21), fiir 
unseren Zweck ausgezeichnet. Die Einverleibung eines Schutzkolloids 
in das Fillungsreagens bewirkt natiirlich eine bedeutende Verlang- 
samung der Fallung, in verdiinnten Chloridlésungen ist die Fallung 
sogar einige Stunden lang vollstandig verhindert. Zur Beseitigung 
dieses Nachteils muBten wir erhitzen. Dieses beschleunigt die Reaktion 
und bewirkt daneben die Bildung einer hochdispersen Suspension 
von Chlorsilberteilchen — diese Teilchen sind auferordentlich stabil 
und haben eine so geringe Neigung sich zusammenzuballen, daB die 
Werte der optischen Dichte dieselben sind, ob die Suspension innerhalb 
30 Minuten oder 3 Tage nach der Fallung abgelesen wird. Ferner 
haben diese Teilchen, wenn sie auch nicht vollstaéndig unempfindlich 
gegen die aktinischen Strahlen des Spektrums sind, doch eine sebr viel 
langere ,,Lichtreduktions* zeit als irgendeine andere Chlorsilberfallung, 
die wir bei unseren Versuchen angetroffen haben. 


2. Art des Fdllungsreagens. 
Folgende Konzentrationen der reagierenden Substanzen erwiesen 
sich zur Erzielung richtiger Resultate als optimal: 


Bis zu lmg Cl in 5cem. Gefallt mit 4cem 1° iger Silbernitratlésung, 
0,4cem konz. Salperséure, 0,1 cem Gum ghatti-Lésung. Aufgefiillt auf 
10 cem. 

Wir fanden es besser, die letzten drei Lésungen in einem Fallungs- 
reagens zu vereinigen. Die Gummilésung wird bereitet nach der Vorschrift 
von Folin und Sveberg (21). ,,Man fiillt einen 500-cem-Zylinder mit Wasser 
und hangt obenhin, gerade unter die Oberflache, einen Drahtkorb (aus 
verzinktem Eisen) mit 10 g Gum ghatti. Man Jat iiber Nacht, aber nicht 
24 Stunden lang, stehen und entfernt den Korb mit ungeléster Substanz. 
Ein wenig Schmutz kann in die Lésung gelangen, wenn der Korb er- 
schiittert wird, doch setzt sich dieser bald ab, und die klare Lésung kann 
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ohne weitere Reinigung benutzt werden.** Das schlieBliche Fallungsreagens 
wird dann wie folgt bereitet: 800cem 1°,ige Silbernitratlésung, 80 cem 
konz. Salpetersiure, 40cem Gum ghatti-Lésung. Auffiillen auf 1 Liter mit 
destilliertem Wasser. 

3. Technik der Fdllung. 

Wir verfuhren wie folgt: 5cem Chloridlésung, die bis zu 1 mg Chlor 
enthielt, wurde in ein Reagensglas pipettiert (15.1,5em). Dazu wurden 
5 cem der obigen Mischung gefiigt, das ganze gemischt und in ein kochendes 
Wasserbad gestellt. Zur Erzielung konstanter Resultate miissen die Be- 
dingungen beim Kochen konstant innegehalten werden. Am besten erwies 
sich ein Bad mit gleichbleibendem Wasserstand. Es muB8 auf gelindes 
Kochen eingestellt werden, um Uberhitzen zu vermeiden. Es ist gleichfails 
wichtig, daB die Héhe der Lésung im Reagensglas genau dieselbe ist wie 
die des umgebenden Wassers im Bad. Ein Metallgestell, das ein AufstoBen 
des Reagensglases auf den Boden des Bades und damit direkte Erhitzung 
verhindert, ist ebenfalls anzuraten. Wenn diese einfachen MaBregeln 
beobachtet wurden, fanden wir die Verdampfung minimal und konstant, 
und wir erhielten iibereinstimmende Doppelwerte. 


4. Dauer des Erhitzens. 


Wir untersuchten den Zeitfaktor fiir optimale und stabile Triibung 
auf folgende Weise: Wir nahmen 5ccem Standardchloridlésung, fiigten 
5cem Fallungsreagens hinzu und verglichen die optischen Dichten nach 
verschieden langem Eintauchen in das Wasserbad. Die Réhren wurden 

dann 20 Minuten lang im Dunkeln in einem 





a ,_ Eisschrank gehalten und dann im Photometer 
a { ~& S gi . r — e 
< | ss 8s S| abgelesen. Die erhaltenen Werte fiir die opti- 
W\~ | : - ‘ : 
; 8 S35 S38 S|) sche Dichte wurden dann in Form einer Kurve 
S | SV Bes Fs 


aufgezeichnet. 





Aus dieser Abbildung ersieht man, dai 
die héchsten Werte nach 40 Minuten Ein 
tauchen erhalten wurden. Bei dieser Zeit ist 
jedoch die Suspension weniger stabil, wie die 
abnehmende Schutzwirkung zeigt. Zwischen 
ungefaihr 17 bis 30 Minuten bleibt die optische 
Dichte ziemlich gleich, doch ist die Neigung 
der Suspensionen, auszuflocken, nach 30 Minuten 
deutlich erkennbar. So kamen wir zum SchluB, daB 20 Minuten langes 
Erhitzen optimal ist. Es ist von Interesse, zu bemerken, da8 noch liangeres 
Erhitzen weitere Abnahme der Schutzwirkung nach sich zieht und schlieBlich 
Ausflockung bewirkt. 











Minuten 
Abb. 1. 


5. Dauer der Stabilitat. 


Als Chlorsilbersuspensionen, die auf diese Weise bereitet waren, z1 
verschiedenen Zeiten nach dem Erhitzen abgelesen wurden, fand man 
iiberraschenderweise nur geringe Anderungen in der optischen Dichte, auch 
nach langerem Stehen im Dunkeln. 

Nach mehrstiindigem Stehen beobachtete man, daB die Suspension 
abzusetzen begann, doch lie sie sich leicht durch sachtes Umdrehen 
des Reagensglases wieder homogenisieren. Daraus schlossen wir, dal dis 
Ablesungen gemacht werden kénnen, einige Zeit nachdem die Lésung Raum- 
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temperatur angenommen hat, wofern nur die vorangegangene Abkiihlung 
geniigend schnell gewesen ist. Wenn man die Réhren aus dem Wasserbad 
nimmt und von selbst auf Raumtemperatur abkiihlen laBt, werden hdhere 
Werte erhalten. Es erwies sich als nétig, entweder unter flieBendem Wasser 
abzukiihlen oder die Réhren in den Eisschrank zu stellen. Wenn ein solcher 
zur Verfiigung steht, ist letzteres unbedingt vorzuziehen. Wir erhielten 
folgende Werte: 





Optische Dichte bei verschiedenen Chlormengen 


Nach 30 Min. Stehen . . 24 50 72 99 118 145 172 200 
Nach 48 Std. Stehen .. 20 £49 71 99 119 145 171 199 


6. Wirkung der Elektrolyte. 


Es wurden Elektrolyte hinzugefiigt in Mengen, die weit tiber die hinaus- 
gehen, die in physiologischen Fliissigkeiten angetroffen werden, mit folgendem 
Ergebnis: 





Optische Dichte 





0,25mg Cl4+ 10mg NaH, PO, in 3cem+3cem Reagenz 151 
0,25, ,+10, KH,PO, es a 152 
03. ~+50, (NH),8O ,8 , +8, A 150 
025 , » +10 Ca(NOs)5 ,3,+3, 150 
0,25 , » +10 , Pepton Matas Ngee se 152 
Ole a -o © is Se eS e 151 


Wir waren deshalb zu der Annahme berechtigt, daB diese gewohnlichen 
Ionen ohne Wirkung auf den Dispersitaétsgrad sind.. 


7. Wirkung von Eiweip. 

Die Einfiihrung eines EiweiSstoffes verursacht, im Gegensatz zur An- 
wesenheit eines Elektrolyten, Mitfallung mit Silbersalzen, auch bei sehr 
kleinen Mengen. Deshalb ist es bei der Bestimmung des Chlors in eiweib- 
haltigen Lésungen erforderlich, die EiweiBwirkung auf die Reaktion aus- 
zuschlieBen. Dies kann man auf zwei Wegen erreichen. 

1. Oxydation des EiweiBes. 

2. Entfernung des EiweiBes und Bestimmung des Chlors im Filtrat. 


Wir muBten die Vorteile und Nachteile dieser beiden Methoden 
untersuchen bei der Ausarbeitung der Technik der Chlorbestimmung 
im Blute. 

1. Oxydation des EiweiBes. 

Taillandier (20) teilt eine Chlorbestimmungsmethode mit, bei der die 
BluteiweiBstoffe oxydiert werden. Nach dieser Methode wird das Blut mit 
Salpeterséiure und iiberschiissigem Permanganat erhitzt. Der Autor selbst 
gibt die Fehlergrenze dieser Methode zu 5°, an. Es ist verstaéndlich, daB 
gréBere Genauigkeit nicht zu erzielen ist im Hinblick auf die Méglichkeit 
eines Chlorverlustes, entweder als solches oder als Oxyd oder sogar als 
Nitrosylchlorid. Dieser Einwand gilt nicht fir die altere Methode von 
Koranyi (22). Bei dieser wie auch bei der Smirkschen Methode (8), die gleich - 
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falls eine Oxydationsmethode ist und schon im einzelnen besprochen wurde, 
schlieBt die Anwesenheit von Silbernitrat wahrend des Oxydationsprozesses 
die Fehler aus, die der Oxydation nach Taillandier anhaften. Wir haben 
jedoch unsere Griinde mitgeteilt, die diese Methode als zur Routine-Massen- 
analyse ungeeignet erscheinen lassen. Ferner ist es aus Griinden, die wir 
schon bei der Besprechung der verschiedenen Fallungsbedingungen erwahnt 
haben, wesentlich, die notwendige Salpetersiure dem Reagens einzuver- 
leiben. Deshalb konnten wir bei der Ausarbeitung eines photometrischen 
Verfahrens keine Oxydationsmethode verwenden, die mit iiberschiissigem 
Silbernitrat in der Lésung arbeitet. 


2. Entfernung des EiweiBes und Chlorbestimmung im Filtrat. 


Von den tiblichen Reagenzien zur Eiweif®fallung haben wir die folgenden 
versucht : 


a) Wolframsaure, g) Trichloressigsaéure, 

b) Phosphorwolframséaure, h) Pikrinséure, 

c) Quecksilbersalze, i) kolloidales Eisen, 

d) Eisen- und Uranverbindungen, j) Alkohol, 

e) Kupfersalze, k) kolloidales Zinkoxyd. 


f) Sulfosalicylsaéure, 


a) Wolframsaurefiltrat nach Folin. 


Wir konnten mit dieser bekannten Methode keine iibereinstimmenden 
Resultate erzielen. Es gab zwei Hauptschwierigkeiten. Die erste hing mit 
der Unmédglichkeit zusammen, eine Standardqualitat von Wolframsaure 
zu erhalten. Die zweite beruht auf der praktischen Unmdglichkeit, einen 
Uberschu8 an Wolframsaure aus dem Filtrat auszuschlieBen. Die EiweiB- 
konzentration schwankte natiirlich von Probe zu Probe. Es war deshalb 
auBerst schwierig, bei jeder Probe genau die zu verwendende Menge an 
Woltramsaure zu berechnen. 

Auf Grund der Tatsache, daB eine Chlorsilbersuspension von selbst 
dazu neigt. kolloidal beschaffen zu sein, ist es einleuchtend, daB die Chlor- 
silberfallung leicht durch die gew6hnlichen EiweiBfallungsmittel ausgeflockt 
wird. Die allgemeinen Vorstellungen iiber kolloidale Fallung sollten ebenso- 
gut fiir diese Chlorsilbersuspension gelten wie fiir EiweiBlésungen. Deshalb 
wiirde ein Uberschu8 an Reagens nach der Eiweiffallung die Zerstérung 
der Suspensionsstabilitét einer Chlorsilberfallung bewirken. Der gleiche 
Einwand laBt ausscheiden die 


b) Phosphorwolframsdaure. 

Von den anderen erwiesen sich c) Quecksilbersalze, d) Blei- und Uran- 
verbindungen, e) Kupfersalze und f) Sulfosalicylsaure als ungeeignet; bei 
. —_ - © ey aon “ 
all diesen Fallungsmitteln muB8 ein Uberschu8 aus dem Filtrat entfernt 
werden. Dies ist entweder praktisch nicht méglich oder zu umstandlich. 


g) Trichloressigsaure. 


Ein bestimmter Einwand gilt fiir dieses Fallungsmittel. Ein geringe! 
UberschuB, der im Filtrat zugegen sein mag, fallt kein Silberchlorid, wie die 
schon aufgezahiten Reagenzien. Wahrend des Kochens tritt jedoch stets 
eine verschieden starke Hydrolyse der Trichloressigsiure in Oxyessigsaure 
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und Salzséure auf. Die letztere reagiert mit dem iiberschiissigen Silber- 
nitrat in dem Reagens, wodurch die optische Dichte in unkontrollierbarem 
MaBe ansteigt. 

h) Pikrinsaure. 

Husband und Godden (23) erwahnen in ihrem Artikel iiber die Chlor- 
bestimmung in Milch die Methode von van Slyke und Donleavy (24) und 
vergleichen die Methoden von Sisson und Denis (25), die Prikrinséiure 
und Essigséure verwenden, und die Methoden von Austin und van Slyke (26), 
die mit Pikrinséure und Salpeterséure arbeiten. In unseren Versuchen 
mit diesen Reagenzien fanden wir, daB die iiberschiissige Pikrinséiure zwar 
keine Koagulation des Chlorsilbers verursachte, aber beim Kochen einen 
kristallinen Niederschlag gab, wodurch sie fiir nephelometrische Zwecke 
unverwendbar wird. 

i) Kolloidales Eisen. 

Wir haben Versuche mit kolloidalem Eisen unterlassen, das von 
Maclean (27) in seiner Zuckerbestimmungsmethode zur Fallung der Blut- 
eiweiBstoffe benutzt wurde. da das Reagens méglicherweise Chlor einschlieBt. 


}) Alkohol. 


Die Anwendung von Alkohol. wie in Bangs (4) Methode der Chlor- 
bestimmung im Blute. haben wir schon in unserer Besprechung des Mohr- 
schen Prinzips behandelt. 


k) Kolloidales Zinkoxyd. 

Von den wenigen uns noch zur Verfiigung stehenden Fallungsmitteln 
versuchten wir zunéchst kolloidales Zinkoxyd, das von Hagedorn und 
Jensen (28) in ihrer Blutzuckermethode angewendet wurde. Wir fanden, 
daB dieses Falhungsmittel ein eiweiBfreies Filtrat lieferte, das fiir unseren 
Zweck wohlgeeignet war. Ein Uberschu8 an Zinkoxyd wird automatisch 
beim Kochen niedergeschlagen. Gegen 0,5°,, Natriumsulfat ist im Filtrat 
anwesend. Wir haben oben gesehen, da eine bedeutend héhere Kon- 
zentration an diesem Elektrolyten die Suspensionsstabilitét unserer Chior- 
silberteilchen, oder die optische Dichte der Suspension nicht beeinfluBt. 
Deshalb ist dieses Fallungsmittel zu einer nephelometrischen Schnell- 
methode ausgezeichnet geeignet. Weitere Einzelheiten finden sich weiter 
unten in der Beschreibung unserer Routinemethode zur Bestimmung der 
Chloride im Blute. 


Bestimmung der Chloride im Gesamtblut oder Plasma. 
Loésungen. 
1. 0,45°.ige Zinksulfatlésung. 
2. n/10 Natronlauge. 
3. Silbernitratfallungsgemisch. 


Besondere Gerate. 
1. Randlose Reagensgliser mit Strich bei 6cem. (1,2 cm lichte Weite, 
10cm lang.) 
2. Gerade oder Ostwald-Pipetten mit Strich bei 0,2 ccm. Die Pipette 
mu8 genau auf 0,2 ccm Blut oder Plasma geeicht sein. 


3., Chlorfreies Filtrierpapier. 
4. Wasserbad mit den erwahnten Eigenschaften. 
5. Randlose Reagensgliser, 15. 1,5 em. 


; 
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Anaiytische Technik. 

Man pipettiert 4,8 cem Zinksulfatldsung und 1 cem Natronlauge in 
ein graduiertes Reagensglas und mischt. Man fiigt genau 0,2 cem Blut 
oder Plasma hinzu, schiittelt gut und taucht 3 Minuten lang in ein kochendes 
Wasserbad. Nach dem Abkiihlen schiittelt man die Roéhre kraftig, fiillt 
mit Wasser auf 6ccm auf, mischt wieder und filtriert durch ein kleines 
Filter in ein Reagensglas. Man pipettiert 3cem Filtrat (= 0,1 cem Blut 
in ein Reagensglas (15.1.5 ¢m), fiigt 3cem Silberreagens zu. mischt und 
taucht 20 Minuten lang in das Wasserbad. Man stellt zur Abkiihlung in 
den Ejisschrank, mischt dann durch Umstiilpen des Reagensglases, bevor 
man die optische Dichte im Photometer abliest. 


Berechnung. 

Der Wert fiir die optische Dichte wird direkt in Milligrammprozent 
Chlor ausgedriickt, mit Hilfe einer graphischen Darstellung, die die Be 
ziehung zwischen optischer Dichte und Konzentration wiedergibt und die 
ein fiir allemal wie folgt hergestellt wird: 

Man bereitet eine Lésung, die 0,414 g Natriumchlorid im Liter enthailt. 
Dann stellt man eine Reihe von Reagensglisern auf (15.1,5c¢m), die 
steigende Mengen dieser Lésung enthalten, ausgehend von 0,2 cem und 
steigend um 0,2 cem bis zu 2cem. Man fiillt mit destilliertem Wasser aut 
3ccm auf, fiigt 3cem Silberreagens zu, mischt, stellt 20 Minuten lang in 
ein kochendes Wasserbad, kiihIt wie oben ab und bestimmt die optische 
Dichte. 

Gleichzeitig fiihrt man eine Kontrollbestimmung aus. Statt der 
Chloridlésung nimmt man destilliertes Wasser. Die hierbei erhaltenen Werte 
fiir die optische Dichte werden von den jeweiligen Werten der Chlorid 
lésungen abgezogen, und diese optischen Differenzen werden gegen die 
betreffenden Konzentrationen in einer graphischen Darstellung aufgetragen. 

Die untenstehende Abbildung, wie sie von uns ausgearbeitet und benutzt 
wurde, gilt fix Konzentrationen von 0,050 bis 0,500 g-°,, Chlor. 
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Man sieht, da8 man nach dieser Methode eine Gerade erhalt. Wis 
pflegen deshalb die Resultate direkt aus dem Wert fiir die optische Dicht: 
zu berechnen. Die Differenz zwischen der Kontrolle und der Unbekannten 
wird mit dem Faktor 1,83 multipliziert, wm Milligrammprozente Chlor zu 
erhalten. Die obige graphische Darstellung wird deshalb nur von praktischem 
Wert sein fiir Untersucher, die nicht mit dem Rechenschieber arbeiten 
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Experimentelle Bestdtigung unseres Vertahrens. 
1. Vergleich mit friiheren mikrotitrimetrischen Methoden. 


Die folgende Tabelle zeigt Vergleichswerte fiir Gesamtblut bzw. 
Plasma. 





Bang Smirk Autor 


OE ee cl, ae iy eo — 388 383 392 392 
- eae ee _ 295 295 302 290 295 292 
>  —_—a- : ; 275 298 298 298 
rar a 345 352 360 356 
ot ares 297 291 300 297 
ye eS eee 375 383 365 370 
G. B. a a 283 295 293 293 
ne: Sis de rte Ie 378 368 373 373 
| ee ee Oe — 376 376 376 380 376 


Die obige Tabelle zeigt einige Daten aus einer gréBeren Reihe von 
von uns erhaltenen Vergleichswerten. Diese Werte sind jedoch typisch und 
zeigen eine Abweichung von héchstens 3°... wie zwischen Werten, die nach 
den verschiedenen Methoden erhalten wurden. Wir haben jedoch eine 
groBe Reihe von Doppel- und Dreifachbestimmungen ausgefiihrt. Die 
folgende Tabelle zeigt eine vorbildliche Serie. Man ersieht, daB die Methode 
innerhalb 2°, iibereinstimmende Werte liefert. 





Gesamtblut Plasma 
283 286 365 365 
290 295 295 370 375 370 
273 275 275 380 375 378 
296 292 295 357 360 357 
282 285 280 360 360 360 
298 298 298 384 384 380 


2. Wiederfinden von zugesetzten Chloridmengen. 


Obwohl wir glauben, daB befriedigendes Wiederfinden von zugesetzten 
Chloridmengen nicht beweist, daB die Methode richtig ist, und der Methode 
urspriinglich anhaftende Fehlerquellen nicht beriicksichtigt, gibt es doch 


ein MaB8 fiir die Konstanz. 





Wiedergefundene Wiedergefunden 


Blut Zugesetzte Menge Gefunden Menge ps 
364 88 451 87 99 
364 88 448 84 96 
— 176 537 173 98,2 
382 88 469 87 99 
385 88 472 87 99 
258 176 438 180 12,2 
255 176 429 176 192.0 
393 71 360 67 94,9 


393 71 362 69 97,3 
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Anwendung der Methode zur Bestimmung der Chloride im Harn. 


Die iiblichen titrimetrischen Methoden zur Bestimmung der Chloride 
im Harn geben zweifellos hinreichend genaue Resultate. Es sind jedoch 
gegen dieselben verschiedene Einwendungen geltend zu machen. Mohrs 
Methode mit Titration in neutraler Lésung und Kaliumchromat als Indi- 
kator kann nicht ohne betrachtliche Schwierigkeit angewendet werden, 
wenn hohe Konzentrationen an Phosphorséiure anwesend sind. Dieser 
Urintypus hat stets einen hohen Farbstoffgehalt, der die Einstellung auf 
den schwach rétlichen Umschlagspunkt illusorisch macht. 

Von Larson (29) versucht in seiner Modifikation des Mohrschen Ver- 
fahrens zur Chlorbestimmung im Urin, diese Schwierigkeit durch Entfarbung 
mit Tierkohle zu iiberwinden. 

Eine weitere Schwierigkeit bei diesem Urintypus ist die Léslichkeit 
des Chromats. Zur Erzielung genauer Resultate ist deshalb vorangehende 
Neutralisierung angebracht. Der Zusatz gefarbter Indikatoren bringt noch 
weitere Schwierigkeiten. 

Die verschiedenen Abanderungen des Volhardschen Verfahrens geben 
genauere Werte. Doch ist die Riicktitration mit Rhodanid in Gegenwart 
von Ferrisalz nicht immer ohne Schwierigkeit. Z. B. bewirkt der Zusatz 
von Ferrisalz bei Gegenwart von Salicyl- oder verwandten Teerprodukten 
verschiedene Farbungen von Violett bis Braun, wodurch ein scharfer End- 
punkt nicht zu erzielen ist. Diese Einwaénde gelten ebenfalls, wenn die 
Analyse auBerdem noch durch einen OxydationsprozeB kompliziert wird, 
wie bei den Methoden von Arnold (30) und Salkowski (31). Aus diesen 
Griinden haben wir die Volhardsche Methode, die bisher als Routine- 
methode angewendet wurde, aufgegeben und durch eine mikrophotometrische 
Methode ersetzt, die nach denselben Grundsatzen arbeitet wie die fiir Blut 
beschriebene. Wir haben schon gezeigt, daB Elektrolyte auch in gr6éBeren 
Mengen, als sie je im Urin angetroffen werden, nicht stérend wirken. 


Bestimmung der Chloride im Harn. 


Zwecks schneller Massenanalyse der verschiedenen normalen Bestand- 
teile im Harn, wie sie in unserem Laboratorium ausgefiihrt wird, hat es 
sich als zweckmaéBig erwiesen, dieselbe Harnverdiinnung zu verwenden 
fiir die Bestimmung von: Harnséure, P,O,;, Chlor. 

In der gegenwartigen Ausfiihrung fiihrt dies deshalb zu einer Berichti- 
gung des angewandten Volumens. 


Lésungen. 
Wie fiir Blut. 
Besondere Gerate. 
1. Reagensglaser 15. 1,5 cm. 
2. 50-cem-MeBkolben. (In Gegenwart von Eiwei8 auBerdem noch die 
besonderen Gerate wie zur Chlorbestimmung im Blute.) 


Analytische Technik. 

Man pipettiert 1 ccm filtrierten Harn in einen 50-cem-MeSkolben, 
fiillt mit destilliertem Wasser bis zur Marke auf und mischt. 5 ccm diese! 
Verdiinnung pipettiert man in ein Reagensglas (15. 1,5 cm), fiigt 5 cem 
Fallungsreagens hinzu und mischt, stellt dann 20 Minuten in ein kochendes 
Wasserbad, kiihlt ab und bestimmt die optische Dichte im Photometer. 
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Berechnung. 

Der Differenzwert, der auf diese Weise erhalten wurde, wird aus einer 
graphischen Darstellung abgelesen, die in gleicher Weise, wie beim Blut 
beschrieben, angefertigt wurde. 

Man verfahrt dabei wie folgt: Man bereitet eine Natriumchloridlésung, 
die 16,48 g NaCl im Liter enthalt. 1 cem dieser Lésung verdiinnt man auf 
50 ccm mit Wasser. Man stellt eine Reihe 
von Reagensglaisern auf, die  steigende 
Mengen dieser Verdiinnung enthalten, an- 
gefangen von 0,250 cem und steigend um 
0,250 bis 5ceem. Man fiillt iiberall mit 
Wasser auf 5ccem auf, fiigt 5 ecm Fallungs- 
reagens hinzu und verfahrt weiter wie 
oben. Wenn man diese Werte auftragt. 
bekommt man eine Gerade, die fiir Konzen- 
trationen von 0,050 bis 1,000 mg-°,, Chlor 
gilt. 

Wegen der Geradlinigkeit der Kurve, 
wie beim Blute, kann man auch einfach hoa ple—ede 
den Differenzwert mit dem Faktor 3,23 ’ ” ote  Uforene wath 
multiplizieren und bekommt so direkt Milli- Abb. 3. 
grammprozente Chlor. 

NB. Wenn der Harn Eiwei8 enthalt, kann man das obige einfache 
Verfahren nicht anwenden. Unter diesen Umstanden erwies es sich als 
zweckmaBig, vollstandig nach der Bluttechnik zu verfahren. 


1000-— 





Experimentelle Bestdtigung der Genauigkeit der Methode. 
Die folgende Tabelle zeigt Vergleichswerte fir Harn, der nie Substanzen 
enthielt, die mit Ferrichlorid eine. Farbung geben; man ersieht, daB die 
erhaltenen Werte innerhalb %°., iibereinstimmen. 





Phot. Methode Titr. Methode Phot. Methode Titr. Methode 


190 199 255 
500 495 330 
345 350 677 
335 335 355 
328 330 290 
276 280 233 
360 360 677 
485 480 355 
180 180 210 
262 265 225 


Folgerungen. 

Auf Grund theoretischer Erwagungen sowie langerer praktischer 
Erfahrung aus zahlreichen Analysen schlieBen wir, daB die fiir Blut 
und Harn mitgeteilte mikro-photometrische Methode unbestreitbare 
Vorteile in der Verwendung als Routine-Massenbestimmung besitzt. 
Wir glauben, daB die Methode gleichfalls — mit geringen Ab- 
anderungen — fiir die Chlorbestimmung in der Riickenmarksfliissigkeit, 
im Mageninhalt und anderen biologischen Fliissigkeiten verwendbar ist. 
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Die Beziehungen 
zwischen Atmung und Pyrophosphatumsatz in Vogelerythrocyten. 


Von 
W. A. Engelhardt. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Staatlichen Medizinischen 
Instituts in Kasan.) 


(Eingegangen am 26. Mai 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In einer vorangegangenen Mitteilung' wurde tiber Versuche be- 
richtet, welche zeigten, daB in kernhaltigen Vogelerythrocyten die 
durch Cyanid, Kohlenoxyd oder Urethan hervorgerufene Atmungs- 
hemmung von einem schnellen Zuwachs an freier Phosphorsaure be- 
gleitet wird. Die Quelle dieser Phosphorsiurebildung wurde im Zerfall 
der Pyrophosphatfraktion (Adenylpyrophosphorsaiure, weiter einfach 
als Pyrophosphat bezeichnet) gefunden. Das Ausbleiben eines Zuwachses 
an Phosphorsdéure bei erhaltener Atmung wurde so gedeutet, daB die 
Atmung stiandig den auch aerob verlaufenden Prophosphatzerfall 
ruckgingig macht in einer mit der Atmung gekoppelten Resynthese 
des Pyrophosphats. 

An Hand einiger Versuche, wo das atmungshemmende Gift (Cvanid) 
nach einer gewissen Zeit durch Auswaschen entfernt wurde, konnte 
gezeigt werden, daB tatsichlich eine aerobe Resynthese des anaerob 
zerfallenen Pyrophosphats eintreten kann. Doch brachte in diesen 
Versuchen die Anwendung atmungshemmender Gifte zu viel un- 
physiologische und komplizierende Momente mit sich, und es sollten 
nun, in den unten geschilderten Versuchen, die Zusammenhange 
zwischen Atmung und Pyrophosphatumsatz unter den Bedingungen 
reiner Anaerobiose untersucht werden. Ferner sollte untersucht werden, 


te- 


nicht nur wie die Anaerobiose den Zerfall, und die Atmung die | 
synthese des Pyrophosphats hervorrufen, sondern es galt festzustellen, 


inwieweit der Zerfall des Pyrophosphats selbst die Atmung beeinfluBt. 


1 W.A. Engelhardt, diese Zeitschr. 227, 16, 1930. 








344 W. A. Engelhardt: 


Auf Grund gewisser Voraussetzungen (die in der Diskussion naher 
erértert werden) wurde naimlich angenommen, daB in den Blutzellen 
im Zerfall des Pyrophosphats ein ahnlicher atmungserregender Prozel 
vorliegt, wie er fiir den Muskel in der Milchsaéurebildung bekannt ist. 
Diese Vorstellung wird durch das in vorliegender Arbeit beigebrachte 
experimentelle Materia! véllig bestatigt. 


Methodisches. 


Als Versuchsobjekt dienten hauptsachlich die roten Blutkérperchen 
von Tauben, in einigen Versuchen, zwecks Vergleich, Blutzellen vom Huhn. 
Das Blut wurde beim Huhn aus der Fliigelvene, bei Tauben durch De- 
kapitieren, ohne Anwendung von Narkose, gewonnen; es wird in den 
Schnabel eine spitze Schere eingefiihrt und mit einem Schnitt die Wirbel- 
siule durchtrennt. Aus den groBen GefaBen strémt das Blut durch den 
Schnabel. Man gewinnt leicht von einer Taube 10 bis 13 cem Blut. Letzteres 
wird durch energisches Schlagen defibriniert, von den Fibrinflocken durch 
Glaswolle abfiltriert, die Blutzellen auf der Zentrifuge zwei- bis dreimal! 
mit eisgekiihlter Ringerlésung ausgewaschen und zuletzt scharf zusammen- 
zentrifugiert. Der Blutkérperchenbrei wurde mit glucosehaltiger Ringer- 
lésung verdiinnt, in den Atmungsversuchen meist bis zum 2,5fachen 
Volumen, bei den Versuchen mit Pyrophosphatbestimmungen meist fiinffach. 
Die Endkonzentration an Glucose betrug 0,1 oder 0,2°,. Alle Berechnungen 
beziehen sich auf 1 ccm des Blutkérperchenbreies. 

Die Pyrophosphatbestimmung erfolgte nach Lohmann im Trichloressig- 
sdurefiltrat. Es wurde unmittelbar die Differenz zwischen dem direkt 
bestimmten und nach 7 Minuten langer Hydrolyse gefundenem Wert 
genommen, ohne weitere Korrekturen, was bei den Vogelerythrocyten im 
allgemeinen zulassig ist. Die Werte sind in Milligramm P pro Kubikzenti- 
meter Zellen ausgedriickt. 

Anaerobiose. Die Befreiung der Blutzellen von dem durch das Hamo- 
globin festgehaltenen Sauerstoff bietet gewisse Schwierigkeiten. Von 
einer, chemischen Austreibung, wie sie Warburg’ mittels Kohlenoxyd 
erzielt, muBte natiirlich abgesehen werden, zumal es vor allem darauf ankam, 
nachtraglich méglichst normale Atmungsbedingungen herzustellen. Um 
den Sauerstoff so vollstandig wie nur méglich zu entfernen, wurde das 
GefaB mit der Blutzellensuspension bei 37° wiederholt evakuiert und mit 
iiber gliihendem Kupfer geleiteten Stickstoff gefiillt?. Es wurde dazu die 
Apparatur nach Abb. | zusammengestellt. 

Der vom Sauerstoff befreite Stickstoff gelangt zuerst in die im gemein- 
samen Wasserbad eingehingte Waschflasche, die mit Glasperlen gefiillt 
und mit Ringerlésung beschickt ist. Um ein zufilliges Zuriicksaugen der 
Fliissigkeit in den Heizofen nach Abschlu8 der Gasdurchleitung oder bei 
etwaigen Druckaénderungen zu vermeiden, ist das Eintrittsrohr der Wasch- 
flasche mit einem Bunsen-Ventil versehen. Die Waschflasche dient zugleich 


‘ 


5, 


1 O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 1 
1931. 

2 Zu einem Teil der Versuche wurde mir der elektrische Heizofen sowoh! 
wie der Stickstoff liebenswiirdig von Herrn Prof. A. Arbuzow zur Verfiigunyg 
gestellt. Ich méchte ihm auch hier dafiir meinen Dank sagen. 
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als Kiihler und auch zur Sattigung des Gases mit Wasserdampf derselben 
Tension wie im Gefa8 mit den Blutzellen, wodurch eine Anderung des 
Volumens der Suspension wahrend der Versuchsdauer vermieden werden 
sollte. Das GefaiB mit den Blutkérperchen ist ein kleiner Rundkolben von 
etwa 50 ccm Inhalt, mit einem dreifach durchbohrten Gummistopfen ver- 
sehen. Zwei dieser Bohrungen fassen die mit Hahnen versehenen Zu- und 
Ableitungsréhren fiir Stickstoff. Das Zuleitungsrohr endet, zu einer 
Kapillare ausgezogen, dicht am Boden des Kolbens. Die dritte Offnung des 
Stopfens tragt ein mit Gummischlauch und Quetschhahn verschlossenes 
kurzes Glasrohr und ermdéglicht, Blutproben wahrend der Anaerobiose zu 
entnehmen; es wird zu diesem Zwecke der Hahn b> geschlossen, der Quetsch- 
hahn entfernt und durch das Rohr mittels einer lang ausgezogenen Pipette 
bei ununterbrochener Gasdurchleitung die Probe entnommen. Das GefaB V 
dient als Sicherheitsvorlage beim Evakuieren, und da es etwas Ringerlésung 
enthalt, ebenfalls zur Sattigung des Gasraumes mit Wasserdampf. 


| 
| 
| prs | a piling lt Pump 























Abb. 1. 


Zur Herstellung der Anaerobiose wird zuerst der Hahn a geschlossen, 
das System mit der Luftpumpe verbunden und auf etwa 40 bis 50°mm 
evakuiert. Jetzt schlie8t man den Hahn b, das Blut wird durch rotierende 
Bewegungen des Kolbens in diinner Schicht an den Wanden verteilt, und 
es wird Stickstoff hineingelassen, in einem Tempo, da® kein UCberschaéumen 
nach dem Hahn b stattfindet. Nach Druckausgleich wird der Hahn a wieder 
geschlossen, Hahn 6 geéffnet und weiter abwechselnd Stickstoff eingeleitet 
und evakuiert, etwa fiinf- bis zehnmal] im Laufe von 15 Minuten. Das Blut 
wird dabei dauernd durch Schaukeln des Kolbens an den Wanden verteilt. 
Wahrend des weiteren Verlaufs der Anaerobiose wird ein standiger Stick- 
stoffstrom durch das System geleitet, wobei die Luftpumpe abgestellt wird 
und das Gas durch das nunmehr geéffnete Sperrohr S austritt. Die Gas- 
geschwindigkeit wird so abgemessen, daB etwa ein bis zwei Blasen in der 
Sekunde entweichen, und die Fliissigkeit im Kolben nicht iiberschaumt. 
Die Temperatur des Wasserbades wird wihrend der ganzen Zeit auf 37° 
gehalten. Im selben Wasserbad befindet sich die unter aeroben Bedingungen 
aufbewahrte Kontrollprobe. 





Zur Wiederherstellung der Aerobiose wird die entnommene Probe der 
Blutkérperchensuspension in einem kleinen Rundkolben unter Kiihlung in 
Eiswasser mit Sauerstoff gesattigt. Das Abkiihlen wurde angewandt, da 
bei niedriger Temperatur das Gleichgewicht der exothermen Reaktion 
zwischen Hamoglobin und Sauerstoff zugunsten gréBerer Sattigung ver- 
schoben wird, und man erhalt somit bei der darauffolgenden Versuchs- 











346 W. A. Engelhardt : 


temperatur von 37° ein mit Sauerstoff sicher gesattigtes Blut. Die Sattigung 
dauerte unter standigem Umschwenken des Kolbens 5 bis 10 Minuten. 

Zur Atmungsmessung diente die Warburgsche Apparatur. Es wurden 
kegelf6rmige GefaBe mit angeschmolzener Retorte angewandt; im Einsatz 
befanden sich 0,3cem 10° ,ige Kalilauge. Die GefaSkonstanten waren 
etwa 1,4 bis 1,6. 

Versuchsergebnisse. 
1. Anaerober Pyrophosphatzerfall. 


In den ersten Versuchen galt es vor allem festzustellen, ob auch 
unter den Bedingungen reiner Anaerobiose, unter Vermeidung jeglicher 
auBeren Zusatze ein ahnlicher Pyrophosphatzerfall eintreten werde, wie 
Qv00 er in den friiheren Versuchen 
ly unter dem Einflu8 atmungs- 
hemmender Agenzien beobachtet 
wurde. Wie aus allen weiter 
unten angefiihrten Versuchen her- 
vorgeht, ergab es sich ganz ein- 
deutig, daB dies tatsachlich der 
Fall ist. Die Abspaltung der 
Phosphorsdiure verlauft bei At- 

0 JO WW 9 0 130 100 70 Raine 

Minuten mungshemmung (durch Cyanid) 

Abb. 2. und Atmungsausschaltung (in 

eutious & nama wit rao der Anaerobiose) ganz ahnlich, 

wie dies der Versuch 2, Tabelle 1, 

und Abb. 2 deutlich zeigt. Das anfangliche leichte Zuriickbleiben 

der’ Stickstoffkurve ist darauf zuriickzufiihren, daB es eine gewisse 
Zeit dauert, bis die Anaerobiose hergestellt ist. 

















Als Hauptquelle der unter anaeroben Bedingungen erscheinenden 
eo . . 5 . . . oe , 
Phosphorsaure hat sich, in voller Ubereinstimmung mit friiheren Ver- 
suchen, die Pyrophosphatfraktion ergeben (siehe Tabelle 1). 


2. Aerobe Resynthese des Pyrophosphats. 

Wie dies ebenfalls in friiheren Versuchen mit Cyanid beobachtet 
wurde, verschwindet nach Wiederherstellung aerober Bedingungen ein 
Teil der anaerob gebildeten Phosphorséiure. Die Ergebnisse der Cyanid- 
versuche wurden somit durch die Versuche mit Stickstoffanaerobiose 
in vollem MaBe bestatigt und konnten nun in verschiedenen Richtungen 
erweitert werden. Eine Reihe solcher Versuche ist in Tabellen I, I] 


und III wiedergegeben. 

Die Resynthese laBt sich zeitlich verfolgen, sie schreitet allmahlich 
fort und erreichte in meinen Versuchen ihr Maximum etwa zwischen 
der ersten und zweiten Stunde (siehe Tabelle II und auch Tabelle XI. 
weiter unten). Bei langerer Versuchsdauer folgt darauf eine langsame 
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Abnahme, die als Ausdruck einer Schadigung der Zellen durch die von 
den physiologischen doch abweichenden Versuchsbedingungen zu 
deuten ist. Der Umfang der Resynthese scheint relativ desto gréBer 
zu sein, je kiirzer die Anaerobiose dauerte. Wahrend in den friiheren 
Versuchen mit Cyanid der Umfang der Resynthese etwa 25°,, betrug, 
lieBen sich nach der Stickstoffanaerobiose regelmaBig Ausbeuten von 
50°, und dariiber hinaus (auf den anaeroben Zerfall bezogen) erzielen. 
Die Unvollstandigkeit der Resynthese bei langerdauernder Anaerobiose 
laBt sich erstens durch die schon erwihnte Méglichkeit einer Schadigung 
der Zellen erklaren. AuBerdem ist daran zu denken, daB die Produkte 
des anaeroben Zerfalls aus den 

Zellen hinaus diffundieren und nur q 
in beschranktem MaBe zur Resyn- 
these wieder gebraucht werden 
kénnen. DaB mit dieser Méglichkeit 
tatsachlich zu rechnen ist, zeigen 
die weiter unten angefiihrten Ver- 
suche, wo die Suspensionsfliissig- 
keit entfernt wurde. Zuletzt halte 
ich es als durchaus méglich, daB 0 w 2 0 fw 
die Unvollstandigkeit der Resyn- ae 


i ‘ Abb. 3. 
these nicht unwesentlich dadurch Wiederholte anacrobe Speltung und 
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verursacht sein konnte. daB die Ver- aerobe Resynthese d. Pyrophosphats, 
. . ~ ---- in Stickstoff. 
suche in Ringerlésung angestellt —— in Sauerstoff. 


wurden und nicht im Serum. Den 

EinfluB des Serums zu untersuchen (das unter anderem auch als 
Stickstoffquelle fiir die synthetischen Prozesse in Betracht zu ziehen 
ist, und zwar bei ‘der mit oxydativer Desaminierung gekoppelten Rea- 
minierung), bleibt die Aufgabe weiterer Versuche. 

Der anaerobe Zerfall und die aerobe Resynthese des Pyrophosphats 
lassen sich auch wiederholt in ein und derselben Blutprobe beobachten, 
wie dies aus dem in Tabelle IJI und Abb. 3 wiedergegebenen Versuch 
hervorgeht. 

Nimmt man entsprechend der oben angefiihrten Vorstellung an, 
daB die Unveranderlichkeit des Pyrophosphatgehalts unter aeroben 
Bedingungen auf eine staindige Resynthese zuriickzufiihren sei, so ist 
zu erwarten, daB die Geschwindigkeit der Spaltung und der Resynthese, 
auch wenn wir sie getrennt beobachten, von gleicher GréBe sein miissen. 
Vergleicht man die Neigung der einzelnen Kurvenabschnitte der Abb. 3, 
so sieht man, da dies tatsichlich, wenigstens der GréBenordnung nach, 
angenahert der Fall ist. Die Erklarung dafiir, daB die Geschwindigkeit 
der Resynthese stets etwas geringer erscheint als diejenige der Spaltung, 
ist darin zu sehen, daB bei anhaltender Anaerobiose die Spaltung 
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vielleicht tiber die physiologischen Grenzen hinausliuft, und somit 
die Umkehrung des Prozesses erschwert wird, oder wie es Hill! fiir bis 
zur Erschépfung ermiidete, bzw. mit Jodessigsiure vergiftete Muskeln 
innimmt, daB die Spaltungsprodukte, wenn die Resynthese nicht 
zeitlich mit der Spaltung zusammenfillt, teilweise auf ,.Nebenwege* 
ibgelenkt werden kénnen. Auch ist mit dem bereits erwahnten Heraus- 
diffundieren der Spaltungsprodukte von den eigentlichen Orten der 
chemischen Umsetzungen zu rechnen. 


EinfluB von Arsenat. 


In seinen Untersuchungen tiber den EinfluB von Arsenat auf den 
Phosphorsiureumsatz in kernlosen Blutzellen hat Braunstein® fest- 
gestellt, daB Arsenat die hier durch die Glykolyse herbeigefiihrte Re- 
synthese der Pyrophosphatfraktion und anderer Phosphorsaure- 
verbindungen aufhebt, ohne die Glykolyse zu hemmen. Es wire 
interessant, zu untersuchen, ob nicht ahnliche Beziehungen auch bei 
der auf Kosten der Atmung verlaufenden Resynthese sich auffinden 
lassen. Es wurde nicht beabsichtigt, diese Frage naher zu untersuchen; 
gelegentlich angestellte Versuche scheinen jedoch darauf zu _ weisen, 
daB die aerobe Resynthese, im Gegensatz zu der durch Glykolyse hervor- 
gerufenen, durch Arsenat nicht wesentlich beeinfluBt wird. Auch wurde 
keine Atmungssteigerung durch Arsenat beobachtet. 


3. Pyrophosphatumsatz und Atmung. 


Es wurde auf Grund gewisser Uberlegungen. schon seit den ersten 
Versuchen tiber die Resynthese angenommen®, da der Pyrophosphat- 
umsatz und die Atmung in den kernhaltigen roten Blutzellen in gegen- 
seitiger Beziehung zueinander stehen, daB nicht nur die Atmung eine 
Resynthese des anaerob gespaltenen Pyrophosphats herbeifiihrt, sondern 
daB der Zerfall des Pyrophosphats selbst die Atmung stimuliert. Aus 
duBeren Griinden konnten diese Vermutungen bis vor kurzem nicht 
experimentell gepriift werden. 

Versuche, die Atmung kernhaltiger Erythrocyten nach der Sauerstoff- 
zehrung im Barcroftschen Blutgasapparat zu messen, ergaben keine be- 
friedigenden Resultate. Die Blutkérperchen quellen beim Zusatz der 
alkalischen Ferricyanidlésung zu einer zihen Masse auf, die den aus- 
getriebenen Sauerstoff in Blaschen zuriickhalt und eine genaue Messung 
unméglich macht*. Der manometrische Apparat von van Slyke, dessen 


1 Nc Keen Cattell, T. Feng, W. Hartree, A.V. Hill u.J. Parkinson, Proc. 
Roy. Soc. B. 108, 279, 1931. 

2 A. E. Braunstein, diese Zeitschr. 240, 68, 1931. 

3 W.A. Engelhardt, Kasansk. Mediz. J. 27, 496, 1931 (russisch). 

4 Vgl. O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 122, 1909. 
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sich Wastl und Leiner! bei ihren Blutgasuntersuchungen bei Végeln be- 
dienten, stand mir nicht zur Verfiigung. Kleine Differenzen und eben 
um solehe muBte es sich handeln lieBen sich nach der Barcroftschen 
Methode nicht sicher feststellen. Erst nach Anschaffung der Warburgschen 
Apparatur konnten die entsprechenden Versuche durchgefiihrt werden. 

Es ergab sich in allen Versuchen ganz eindeutig, daB nach voran- 
gegangener Anaerobiose die Atmung der Erythrocyten gesteigert ist, gegen- 
iiber derjenigen von aerob aufbewahrten oder unmittelbar nach der 
Blutentnahme untersuchten Blutkérperchen. Diese Befunde stehen im 
Widerspruch mit den Ergebnissen von Meyerhof?. Die Erklarung dieses 
Widerspruchs wird weiter unten gegeben werden. 

Es war hei diesen Versuchen vor allem mit der Méglichkeit zu 
rechnen, daB vielleicht keine eigentliche Atmungssteigerung vorlag, 
sondern daB nach der Anaerobiose eine unvollstandige Sauerstoff- 
sittigung vorhanden war und wahrend der ersten Zeit einfach die 
Bindung von Sauerstoff an das Hamoglobin weiterschritt. So wenig 
wahrscheinlich diese Annahme auch erschien in Anbetracht der zur voll- 
stindigen Sattigung getroffenen MaBnahmen, so wurden doch spezielle 
Versuche angestellt, wm diesen Einwand mit Sicherheit zu widerlegen. 

Es wurde zuerst beabsichtigt, die Atmung durch Cyanidzusatz 
ganz aufzuheben, um sich zu iiberzeugen, daB dann kein Sauerstoff- 
verbrauch eintritt, der auf eine Bindung durch Hamoglobin zuriick- 
zufiihren ware. Es erwies sich aber, daB Cyanid die Atmung der Blut- 
zellen zwar sehr bedeutend hemmt (um etwa 75°, in m/ 1000 Lésung), 
aber nicht vollstandig aufhebt. Ahnliche Befunde liegen auch fiir andere 
Zellarten vor*®. Ob die Unvollstandigkeit der Atmungshemmung auf 
unphysiologische Versuchsbedingungen zuriickzufiihren ist*, oder nur 
ein gewisser Teil der Atmung durch Cyanid hemmbar ist, wobei es sich 
um verschiedene Atmungsmechanismen oder um verschiedene Substrat: 
det Atmung handeln kann, muB dahingestellt bleiben. Als Beispie! 
kénnen die in Tabelle IV angefiihrten Versuche dienen. 

Ein anderer Weg wurde daher eingeschlagen: Es wurde die Atmung 
zweier Blutproben gemessen, von denen die eine nur vom Sauerstoff 
durch Evakuieren und Ausspiilen mit Stickstoff befreit wurde, die 
andere dagegen 100 Minuten in der Anaerobiose verweilte. Beide 
Proben wurden wie iiblich vor der Atmungsmessung mit Sauerstoff 
gesittigt. Wenn die Atmungssteigerung durch die fortschreitende 


1 H. Wastl u. G. Leiner, Pfliigers Arch. 227, 367, 1931. 

2 O. Meyerhof, ebendaselbst 146, 159, 1912. 

3M. Dixon u. K. Eiliott, Biochem. J. 28, 812, 1929; E.S. Barron. 
J. exper. Med. 52, 447, 1930; J. Jany u. C. Sellei, diese Zeitschr. 236, 348, 
1931. 

4 H. Alt, ebendaselbst 221, 498, 1930; O. Warburg, ebendaselbst 231, 
493, 1931. 
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Tabelle IV. 


Atmungshemmung durch Cyanid. Ausgewaschene Taubenblutkérperchen 
in Ringer-Bicarbonat-Glucose. 





Zeit in Min. 


Nr Datum Probe 10 15 a”) 40 60 g0) 90 100 
1932 emm QO, pro eem Zellen 
I | 16. II. || Kontrolle . .. . . . | 36 | 56! 77 | 180 | 156 
Mit 1.10°* mol. Cyanid 30 41 50 81 87 89 96 





Zeit in Min. 


Nr. Datum Probe 10 20 30 40 60 70 Ww 
1932 emm QO, pro cem Zellen 

II || 17. If. |; Kontrolle. ......i 46 | 73 | 92 | 119 | 164 | 186 | 225 

Mit 1.10°* mol. Cyanid |= 27 37 = = 42 50 | 68; 67: 77 


Bindung des Sauerstoffs an das Haimoglobin vorgetaiuscht wire, so 
miBten in beiden Proben, unabhaingig von der Dauer der Anaerobiose, 
gleiche Druckainderungen auftreten. Entsprechend den Erwartungen 
aber war die Atmung in der ersten Probe gegeniiber der aeroben Kontroll- 
probe kaum verindert, dagegen war sie wie immer wesentlich erhdht 
in der lange Zeit anaerob aufbewahrten Probe. 


Tabelle V. 


Atmungssteigerung nach verschieden langer Anaerobiose. Taubenblut. 





+ 
Zeit in Min. 
Datum Probe 6 110 15 | 2 | | 90 4 | 4 61 
1932 emm Oy, pro cem Zellen 
5. III. || a) Kontrolle ..... 6,5| 24 | 29 42 62 86 116 
b) Anaerob 15Min. . . 9,5; 19 | 34 | 48 58 70) 85 
c) Anaerob 100Min.. . | 13.5 37 | 44° ‘61 87 118 154 


In Tabelle VI sind Versuche zusammengestellt, welche die Atmungs- 
steigerung nach vorangegangener Anaerobiose veranschaulichen. Dab 
diese Steigerung der Atmung nicht durch irgendwelche Verainderungen 
der Zellen selbst, sondern durch die Anhaiufung von Produkten des 
anaeroben Zerfalls verursacht ist, geht mit aller Deutlichkeit aus Ver- 
suchen hervor, in denen die Blutzellen nach der Anaerobiose vor der 
Atmungsmessung ausgewaschen wurden. Dabei geht die Atmungs- 
steigerung bedeutend zuriick. Da die Atmung auch nach dem Aus- 
waschen gegeniiber der aeroben Kontrollprobe noch etwas gesteigert 
bleibt, so ist daraus zu schlieBen, daB ein Teil der Spaltungsprodukte 
in den Zellen zuriickbleibt. Das war ja schon auf Grund der Versuche 
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Tabelle VI. 


Atmung nach vorangegangener Anaerobiose. EinfluB des Auswaschens. 





Zeit in Min. 


Nr. Datum Tierart Probe 5 T 10 16 30 37 45 53 70 on 105 
1932 emm QO, pro ecm Zellen 
I 5.1 Huhn = a) Kontrolle. . . 3,3) 5 15 28 38 43 56 66.79) 92 
b) Nach 60 Min. 
Anaerobiose . 11 21 33 51 62 68 79 87 98) 110 





Zeit in Min. 


Nr. Datum Tierart Probe 5 | “45 6 30,45) «(47 


60 75 








1932 emm Og, pro cem Zellen 
IT 12.1. Taube a) Kontrolle. . . 11,5 28 45 62, 785 
b) Nach 60 Min. 
Anaerobiose. . 14.5 49 81.5 110 130 159 
c) Wie b), nach 
der Anaerobiose 
zweimal mit 
Ringer ausge- 
waschen . ..| 56 21 | 35 | 45 
Zeit in Min. 
Nr. Datum Tierart Probe 5 0 6 | 8 0 | & | 4 
1932 emm Og pro cem Zellen 
Ill 6.111. Taube a) Kontrolle. . . 8 | 21 | 27 | 40 53 66 
b) Nach 60 Min. 
Anaerobiose ° . 16 | 82 48 74 100 
c) Wie b), ausge- 
waschen ...j/ 11 21 | 35 50 70 


der ersten Arbeit vorauszusehen, zumal auf Kosten dieses Anteiles 
nach dem Auswaschen der Cyanidprobe die Resynthese des Pyro- 
phosphats stattfand. Zugleich laBt sich durch die Ergebnisse dieser 
Versuche die friiher gegebene Erklirung des geringen Umfangs der 
Resynthese in den Cyanidversuchen bestatigen. 

Besonders instruktiv sind die Resultate eines Kreuzversuchs, wo 
nach scharfem Abzentrifugieren der Zellen der aeroben und der an- 
aeroben Probe die iiberstehenden Suspensionsfliissigkeiten sorgfaltig 
abgehoben, die Zellen zweimal mit eisgekiihlter Ringerlésung gewaschen 
wurden und dann die urspriinglichen Suspensionsfliissigkeiten der 
beiden Proben ausgetauscht und den Blutkérperchen wieder zugesetzt 
wurden. In zwei Parallelproben wurden die Suspensionsfliissigkeiten 
nach genau der gleichen Behandlung nicht umgekehrt, sondern zu den 














5 





Atmung und Pyrophosphatumsatz in Vogelerythrocyten. 357 


urspringlichen Blutzellen zuriickgegeben. Wie aus Tabelle VIT und 
Abb. 4 zu ersehen ist, nimmt die Atmung der Blutzellen der anaeroben 
Probe in der aeroben Suspensionsfliissigkeit ab, dagegen wird die 
Atmung der aerob aufbewahrten Erythrocyten durch Zusatz der Fliissig- 
keit aus der anaeroben Probe wesentlich gesteigert. 





100 ' 
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Abb. 4. 


Atmung der aerob und anaerob aufbewahrten Blutkirperchen nach Zusatz von aerober 
bzw. anaerober Suspensionsfliissigkeit 

——(© Erythrocyten der anaeroben Probe in der urspriinglichen Suspensionsfliissigkeit 

----- > Dieselben Erythrocyten in der Suspensionsfliissigkeit der aeroben Probe 


i———-4 Erythrocyten der aeroben Probe in der urspriinglichen Suspensionsfliissigkeit 
a 4 Dieselben Erythrocyten in der Suspensionstliissigkeit der anaeroben Probe 


Tabelle VII. 


Versuch vom 13. Januar 1932. Taubenblutkérperchen. 





Aus welcher Probe die Zeit in Min. 


5 : 15 20 30 46 50 


Erythrocyten Fliissigkeit —_——— —— 
emm (, pro cem Zellen 
Aerob Aerob 9.9 35.5 73 
Anaerob Anaerob 17,5 61 105 
Aerob Anaerob 10,5 34,5 63.5 98.5 
Anaerob Aerob 9.5 33,5 55 79 


Es sind fiir die kernhaltigen Blutzellen zurzeit zwei anaerobe 
Prozesse bekannt, deren Produkte fiir die beobachtete Atmungs- 
steigerung verantwortlich gemacht werden konnten, naimlich die von 
mehreren Autoren beschriebene anaerobe Glykolyse! und der Pyro- 
phosphatzerfall. Es muBte festgestellt werden, in welchem MaBe jeder 
von diesen beiden Vorgangen tatsachlich die Atmung der Blutzellen 


1 E. Negelein, diese Zeitschr. 158, 121, 1925; Bornstein u. Aschner, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 52, 607, 1926; J. Mason u. R. Peters, Biochem. 
J. 24, 91, 1930. 
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beeinflussen kann. Es ergab sich dabei, daB im Gegensatz zum Muskel, 
die Atmung der kernhaltigen Erythrocyten von der Milchsaurebildung 
weitgehend unabhangig ist. Es wurde namlich die beim Muskel so 
ausgesprochene Atmungssteigerung durch Lactat bei den Blutzellen 
vollig vermiBt, wie aus dem in Tabelle VIII angefiihrten Versuch zu 
ersehen ist. 
Tabelle VIII. 
EinfluB von Lactat auf dieAtmung. Taubenerythrocyten. nach 100 Minuten 
Anaerobiose ausgewaschen, mit Ringer-glucose (0,2°,, Glucose) bzw. Ringer- 
natriumlactat (0,2°,,) versetzt. 





Zeit in Minuten 


Datum ‘ = * - s 
Probe 5 10 15 25 30 45 62 


1932 emm O, pro ecm Zellen 
5. 11]. a) Ringer-glucose 19 38 56 80 94 106 36 
b) Ringer-d, l-Lactat 16 35 52 74 86 95 116 


Im gleichen Sinne sind die Ergebnisse der Versuche zu deuten, in 
denen der EinfluB von Jodessigsdure auf die Atmung untersucht wurde 

Bekanntlich hat es sich erwiesen, daB dieses Gift, das zuerst als spezifisch 
garungshemmend betrachtet wurde. auch die Atmung nicht unbeeinfluBt 
laBt. wie schon von Lundsgaard selbst betont wurde!, und auch aus Ver- 
suchen von .Meyerhof und Boyland? und von Krebs* hervorgeht. Da die 
durch Jodessigsiure gehemmte Atmung durch Lactat wieder bedeutend 


T abe lle IX . 


Beeinflussung der Atmung durch Monojodessigséure. Ausgewaschene 
Taubenblutkérperchen.: 





Zeit in Min. 





._ 'Datum 
Nr. 


Probe 5 10 15 20 it “2 1° @ 
1932 emm Og, pro cem Zellen 
I 16.11. a) Kontrolle. . . 8 35 56 77 130 156 
b) Mit 1.10>* mol. 
Jodessigsaure . 11 39 60 80 133 162 





Zeit in Min. 





fo Probe 1) 20 | 90 | © 5 | 6 7 | 80 
1932 emm QO, pro cem Zellen 
II | 7.11. || a) Kontrolle .. .) 18 39 50, 60 , 8 97 | 107 126 
b) Mit 1.107% mel. 
Jodessigsiure. . 19 40 47 58 80 89 98 i114 


' BE. Lundsqaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 
2 O. Meyerhof u. E. Boyland, ebendaselbst 237, 406, 1931. 
3 H. A. Krebs, ebendaselbst 234, 278, 1931. 
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gesteigert wird, so ist anzunehmen, daB das Gift primar die Milchsdure- 
bildung aufhebt und dadurch die Atmung nur sekundar beeinfluBt wird. 
Bei dieser Betrachtungsweise ist man zum SchluB berechtigt, daB in Fallen, 
wo auch in Gegenwart sicher gaérungshemmender Konzentrationen der 
Jodessigsiure die Atmung bestehen bleibt, sie durch andere Prozesse, 
auBer der eigentlichen Garung, hervorgerufen wird. Dieser Fall liegt gerade 
bei den Blutkérperchen vor. Es lieB sich bei ihnen nicht die geringste 
Atmungshemmung durch 1 . 10-* molare Jodessigséurelésungen beobachten, 
wahrend nach Meyerhof und Boyland bereits viermal geringere Konzentra- 
tionen die Milchséurebildung im Muskel zum Stillstand bringen, und nach 
den Versuchen von Krebs ebenfalls drei- bis viermal schwachere Lésungen 
die Glykolyse und zugleich auch die Atmung der von ihm untersuchten 
Gewebe (Hoden, Sarkom, Hirnsubstanz) aufheben. 

Es sei allerdings bemerkt, daB der Schlu®, den Arebs aus seinen Versuchs- 
ergebnissen zieht. nicht ganz zwingend erscheint. Er nimmt namlich augen- 
scheinlich an, daB die Milchsaéurebildung der e/nzige atmungserregende 
Vorgang in der Zelle sei. Dies scheint nicht ganz berechtigt zu sein. Jeden- 
falls trifft dies weder fiir Muskelzelle, noch fiir die kernhaltigen Blutkérper- 
chen zu. Wenn auch im Muskel héhere Konzentrationen der Jodessigséure 
die Atmung hemmen, so ist dies eher darauf zuriickzufiihren, daB die 
Halogensaure nicht nur die Milchsaéurebildung beeinfluBt. sondern auch 
weitere Giftwirkungen entfaltet. DaB mit solchen Nebenwirkungen zu 
rechnen ist, wird von Hill! hervorgehoben. 

Als weiterer Beweis dafiir, daB die auf die Anaerobiose folgende 
Atmungssteigerung der Blutzellen nicht durch die anaerobe Glykolyse 
verursacht sein kann, dienen Versuche, in denen die Blutzellen in 
glucosefreier Ringerlésung der Anaerobiose ausgesetzt wurden. Hier 
kam die Milchséurebildung iiberhaupt nicht in Betracht, und doch lieB 
sich genau die gleiche Atmungssteigerung beobachten, wie in den Ver- 
suchen mit glucosenhaltiger Lésung. 


Tabelle X. 


Atmungssteigerung nach Anaerobiose in glucosefreiem Ringer. Aus- 
gewaschene Taubenblutkérperchen. 





Zeit in Min. 
vat ve : ; 
Datum Probe 5 10 15 25 30 35 si 


1932 emm Og, pro cem Zellen 


6. II. Kontrollen: 


a) Ringer-glucose . . 3,5 20,5 38 

b) RingerohneGlucose | 6,5 22 41 

Nach 60 Minuten Anf- 

bewahren in glucose- 

freiem Ringer: 

c) aerob 8 21 97 40 53 66 
d) anaerob 15 29 42 57 74 93 


1 Hill und Mitarbeiter, a. a. O. 
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Die Vermutung, daB die Atmungssteigerung der Blutkérperchen 
nach der Anaerobiose durch die Milchséurebildung verursacht sein 
kénne, ist somit mit voller Sicherheit abzulehnen, und als einziger 
atmungssteigernder Proze} bleibt nur die Pyrophosphatspaltung iibrig. 


Zeitlicher Verlauf der Atmungssteigerung. 

Eine weitere Bestaitigung der Annahme, daBs die Atmungs- 
steigerung durch die Anwesenheit von anaerob gebildeten Spaltungs- 
produkten der Adenylpyrophosphorséure hervorgerufen wird, finden 
wir, wenn wir in der anaeroben Probe den zeitlichen Verlauf einerseits 
der Atmung und andererseits der Pyrophosphatresynthese vergleichen. 
Wie schon oben hervorgehoben, dauert die Resynthese ungefahr 60 bis 
%) Minuten. Wenn wir nun den Verlauf der Atmungskurve nach der 
Anaerobiose betrachten, so ergibt sich, daB die Atmungssteigerung 
ebenfalls ungefahr 60 bis 90 Minuten dauert. Von da an verlaufen beide 
Kurven (der aeroben und der anaeroben Probe) praktisch paralle!. 
Einen unmittelbaren Vergleich der Atmungsgr6éBe und der Pyrophosphat- 
resynthese in ein und derselben Blutprobe gestattet der in Tabelle X1 
und Abb. 5 und 6 wiedergegebene Versuch. 
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Abb. 5. 
Atmung nach vorangegangener Anaerobiose. 
Untere Kurve: Blutkirperchen aerob aufbewahrt. Obere Kurve: Nach 70 Min. Anaerobiose. 
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Extrasauerstoff und Pyrophosphatresynthese nach Anaerobiose. 
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Tabelle XI. 
7. Marz 1932. Parallelbestimmung der Atmung und der Pyrophosphat- 
resynthese nach vorangegangener Anaerobiose. 


A. Atmungsmessung. 





Zeit in Min. 


Probe 15 30 40 60 90 105 


120 135 


emm Sauerstoff pro cem Zellen 


a) Aerobe. . : ; 34.5 54.5 69 99 188 155 174 196 
b) Anaerobe (70 Min. in Stickstoff) 49 81 99 138 180 1985 218 239 
Extra-O, 5 : ¢ . | 145'265' 80 89) 42 485 44: 48 


B. Pyrophosphatbestimmung. 





Resynthese 


ey mg P procem Zellen | jy dea 
Probe Hvdrolvse zerfallenen 
Pyro- 
Min Gefunden Pyro-P phi a 
a) Aerobe oe an te , : , 0 0.063 
7 0,232 0,169 
b) Anaerobe (70 Min. in Stickstoff) 0 0,245 
7 0,274 0,029 
{ 0,140) 
Probe b) in Sauerstoff nach 20 Min. 0 0,210 
7 0,274 0.064 
(+ 0,035) 25 
ie a 0 0.200 
¢ 0,253 0,053 
b) . Zz . 60 _ sf 0.196 
7 0,266 0.070 
(+ 0.040) 28.5 
24 ») . a PO. x 0 0,190 
7 0,282 0,092 | 
(— 0,063) 45 
- oe " ._ 0 0.200 


0,282 0.082 


Es wurde in allen Versuchen der gefundene Extrasauerstoff nach 
der Anaerobiose stets kleiner gefunden als das aus der Atmung der 
Kontrollprobe fiir die Anaerobiosedaner errechnete Sauerstoffdefizit. 
Der Extrasauerstoff betragt gew6hnlich rund 50°, des Defizits, ist also 
ungefahr von derselben GréBenordnung wie der Umfang der Pyro- 
phosphatresynthese. Im Versuch der Tabelle XI betragt z. B. der 
Extrasauerstoff nach 70 Minuten Anaerobiose 43 cmm ©,, wahrend die 
Kontrollprobe fiir 70 Minuten einen Sauerstoffverbrauch von 110 cmm 
aufweist: der Extrasauerstoff betragt somit 39°, des Defizits. Als 


Maximum der Pyrophosphatresynthese ergibt sich dabei 45°. 


362 W. A. Engelhardt : 


Als Mittel aus den fiir die Berechnung verfiigbaren Versuchen 
ergibt sich der Sauerstoffverbrauch normaler Taubenerythrocyten zu 
etwa 110cmm QO, pro Kubikzentimeter Zellen und Stunde. In an- 
aeroben Bedingungen wird pro Stunde und Kubikzentimeter Zellen im 
Mittel etwa 0,140 mg P aus Pyrophosphat frei gesetzt. Nimmt man 
unter aeroben Bedingungen eine standige Resynthese des Pyrophosphats 
an, so ergibt sich aus obigen Zahlen, daB pro Mol veratmeten Sauerstoffs 
rund ] Mol Phosphorséure resynthetisiert wird. Diese Daten sind hier 
nur zur Orientierung angefiihrt, die Untersuchung der quantitativen 
Verhaltnisse bedarf eines bedeutend zahlreicheren Materials. Bei 
solchen Berechnungen ist in Betracht zu ziehen, daB der tatsachliche 
Extrasauerstoff stets gréBer als der gemessene sein mu}, da die Atmung 
in der Vorperiode der Messung, wahrend des Temperaturausgleichs, 
nicht beriicksichtigt werden kann. Diese Vorperiode dauerte in der Regel 
10 Minuten; gerade in der ersten Zeit ist aber die Atmung der anaeroben 
Probe besonders intensiv. 

Ich bin wohl dessen bewuBt, daB meiner experimentellen Beweis- 
fiihrung das letzte Glied noch fehlt, nimlich der Nachweis einer Atmungs- 
steigerung bei Zusatz von chemisch definierten Spaltungsprodukten des 
Pyrophosphats. Es konnte vorlaiufig ihre Isolierung noch nicht durch- 
gefiihrt werden, und somit mu8 dieser Beweis weiteren Versuchen vor- 
behalten bleiben. Es wurde versucht, die Schwierigkeiten der Isolierung 
so zu umgehen, daB der Pyrophosphatzerfall auf anderem Wege, nicht 
mittels Anaerobiose, hervorgerufen wurde, namlich durch Hamolyse!. 
Aber es rief weder der Zusatz von hamolysiertem Blut, noch von daraus 
hergestelltem Kochsaft eine sichere Atmungssteigerung hervor. Die Aus- 
sicht, ein positives Resultat zu erhalten, war bei diesen Versuchen gerade 
nicht sehr giinstig: eine Atmungssteigerung konnte nur in dem Falle er- 
wartet werden, wenn der bei der Strukturzerst6rung eintretende Zerfall 
zu denselben Produkten fiihrt, wie der physiologisch verlaufende Spaltungs- 
prozeB, was ja gar nicht unbedingt notwendig erscheint. 

* Es wurden auch gemeinsam mit Dr. A. Bajew Versuche angestellt, 
die das Ziel hatten, das Nebeneinanderbestehen zweier Prozesse der 
Pyrophosphatspaltung und der Atmung mit der die letztere begleitenden 
Resynthese — nicht mittels zeitlicher Trennung in der Anaerobiose, sondern 
auf Grund etwaiger Unterschiede ihrer Temperaturkoeffizienten nach- 
zuweisen. Wenn solche Unterschiede existieren, so war zu erwarten, dai 
die Gleichgewichtslage des Kreislaufes bei verschiedenen Temperaturen in 
der einen oder der anderen Richtung verschoben sein wird. Die Versuche 
sind noch nicht abgeschlossen, es gelang vorlaufig nicht, eindeutige Resultate 
zu erzielen. 

Diskussion. 


Bei der Anstellung der hier geschilderten Versuche ging ich von 
folgenden Uberlegungen aus. 

Es wird durch die neueren Ergebnisse der biochemischen Forschung 
immer mehr und mehr der Gedanke bekraftigt, der seinerzeit von 


1 Vel. W. A. Engelhardt, Klin. Wochenschr. 9, 1550, 1930. 
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Meyerhof* ausgesprochen wurde, nimlich, daB im chemischen Kreislauf 
vielleicht eine der wichtigsten Erscheinungformen des chemischen 
Geschehens in der lebenden Zelle vorliegt. Das Prinzip der Resynthese, 
das ja nur als eine andere Formulierung des Kreislaufprinzips anzusehen 
ist, konnte auf verschiedene, fiir den Zellstoffwechsel von grundlegender 
Bedeutung erscheinende Prozesse ausgedehnt werden. 


Dem Kreislauf kann sowohl energetische, wie auch mehr rein chemische 
Bedeutung zukommen. In beiden Fallen wird die Wiederherstellung des 
Ausgangszustandes nicht freiwillig erreicht, sondern sie vollzieht sich unter 
Beteiligung auBerer, mit dem Kreislauf gekoppelter Reaktionen, welche 
einerseits die chemischen Vorbedingungen zur Resynthese schaffen, anderer- 
seits aber auch die dazu notwendige Energie liefern miissen. 

Als solche treibende Kraft kénnen entweder die Oxydationsprozesse 
in Betracht kommen, oder aber andere anoxydative Prozesse. In gewissen 
Fallen kann anscheinend die Resynthese je nach den Umstanden bald auf 
Kosten der Atmung, bald auf Kosten anaerober Spaltungsprozesse statt- 
finden. 

Als Beispiel eines solchen zweifachen Mechanismus der Resynthese 
sei vor allem an die Resynthese des Phosphagens gedacht, die sowohl! aerob 
(Eggleton?), wie auch anaerob stattfinden kann (Nachmansohn u. Goro- 
dissky*). Die Energie fiir die anaerobe Resynthese wird nach den Befunden 
von Lehnartz* und von Meyerhof und Lohmann® durch den Zerfall des 
Pyrophosphats geliefert. Das Pyrophosphat kann wiederum sowohl aerob, 
wie auch anaerob resynthetisiert werden, im letzten Falle auf Kosten der 
Energie der Milchsaurebildung; das gleiche scheint auch fiir die Reami- 
nierung zu gelten (siehe weiter unten). 

Bei der Mannigfaltigkeit der Kreislaufprozesse, bei der Verschieden- 
heit der fiir die Resynthese als treibende Kraft dienenden Reaktionen, 
scheint mir eins als unbedingt. notwendige GesetzmaBigkeit in allen 
Fallen bestehen zu miissen: der primdre SpaltungsprozeB mu stets 
selbst die die Resynthese herbeifiihrende Reaktion hervorrufen bzw. deren 
Intensitat steigern. 

Wir wenden uns zuerst den mit der Atmung verkniipften Kreis- 
laufen zu. Fiir den am besten studierten Meyerhofschen Kreislauf des 
Kohlenhydrats ist diese GesetzmaBigkeit in vollem MaBe festgestellt. 
Das Spaltungsprodukt — die Milchsiure — steigert die Atmung und 
fiihrt so, nach dem trefflichen Ausdruck Meyerhofs, ,,ihr eigenes Ver- 
schwinden herbei**®. Die Meinung Meyerhofs jedoch, daB wir hier mit 
einer ,,besonderen Spezialisierung*, mit einer Eigentiimlichkeit zu 


1 O. Meyerhoj, Ber. 58, 991, 1925. 
2 P. Eggleton u. G. P. Eggleton, J. of Physiol. 65, 15, 1928. 

3D. Nachmansohn, diese Zeitschr. 196, 73, 1928; H.Gorodissky, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 261, 1928. 

4 EB. Lehnartz, ebendaselbst 184, 1, 1929. 

5 O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturwiss. 19, 575, 1931. 

® O. Meyerhof, Die chemischen Vorginge im Muskel, 8.48 und 282. 
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tun haben, das méchte ich entschieden bestreiten. Diese Erscheinung 
ist nicht als Spezialfall, sondern als Ausdruck einer ganz allgemeinen 
GesetzmaBigkeit zu betrachten, die bei allen Kreislaufprozessen wieder- 
zufinden sein wird. Durch die gegenseitige Koppelung der Abbau- 
prozesse mit den als treibende Kraft fiir den Wiederaufbau dienenden 
Reaktionen, dadurch, daB der Abbau seine eigene Negation herbeifiihrt, 
ist einerseits der Mechanismus der selbstandigen Regulation des ganzen 
Vorganges gegeben, andererseits die Voraussetzung zum _ standigen 
Gang des Prozesses, die Quelle der ununterbrochenen chemischen 
Umsetzungen, die im Grund der Lebenserscheinungen der Zelle liegen. 
Diese Vorstellung ist allerdings zurzeit mehr als Arbeitshypothese zu 
betrachten, nicht als ausgebildete Theorie, insofern sie noch weiterer 
experimenteller Begriindung bedarf, das vorhandene Versuchsmaterial 
spricht aber sicher zu ihren Gunsten. 

Soweit die mit der Atmung gekoppelten Prozesse zunachst in 
Betracht kommen, sind nach der soeben erérterten Vorstellung als 
Primum movens der Atmung alle diejenigen Vorgainge anzusehen, 
welche durch die Atmung riickgangig gemacht werden. Von der Glyko- 
lyse war soeben die Rede. In bezug auf den Pyrophosphatumsatz hat 
sich diese Betrachtungsweise in den Versuchen der vorliegenden 
Arbeit ebenfalls bestatigt. Dasselbe ist am ,,alactaciden‘‘ Muskel 
zu erwarten, wo an Stelle der Milchsdiurebildung die Phosphagen- 
spaltung auftritt. Soweit eine oxydative Resynthese des Phosphagens 
sichergestellt ist, mu man annehmen, da® die Produkte der 
Spaltung, insbesondere wahrscheinlich das Kreatin selbst, die Atmung 
steigern werden. 

DaB dies tatsachlich der Fall ist, geht aus den Versuchen von Hi// 
und von Meyerhof und Boyland hervor. Hill! konnte bei dem mit Jodessig- 
siure vergifteten Muskel nach anaerober Ermiidung eine iiberschiissige 
Warmebildung beobachten, welche mit den Verfassern nicht anders zu 
deuten ist, als Ausdruck eines gesteigerten Sauerstoffverbrauchs, hervor- 
gerufen durch die anaerob angehauften Spaltungsprodukte. Direkte 
Atmungsmessungen liegen in der Arbeit von Meyerhof und Boyland (a. a. O.) 
vor; nach anaerober Arbeit, die auf Kosten der Phosphagenspaltung er- 
folgen muBte, trat eine erhebliche Atmungssteigerung auf. Nimmt man 
auch fiir den Ruhezustand des alactaciden Muskels einen standigen 
Kreislauf des Phosphagens an*, so wird auch nach Ruheanaerobiose 
eine entsprechende Atmungssteigerung zu beobachten sein. Solche 
Messungen sind mir aus der Literatur nicht bekannt; ich verfiige nicht 
iiber eigene Versuche, welche dies mit geniigender Sicherheit erkennen 
lassen, einige Beobachtungen deuten aber auf die Richtigkeit dieser Er- 
wartung hin. 


1 Mc Keen Cattell, T. Feng, W. Hartree, A.V. Hillu. J. Parkinson, Proc. 
Roy. Soc. B. 108, 279, 1931. 
2 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 233, 322, 1931; und friithere Arbeiten. 
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Friihere Versuche! haben zu der Auffassung gefiihrt, daB in kern- 
losen roten Blutzellen ebenfalls ein Kreislauf der Phosphorsaure besteht, 
indem hier als eine die Resynthese beférdernde Reaktion die Glykolyse 
in Betracht kommt. Auch hier erwies sich die Pyrophosphatfraktion 
eng beteiligt. Die schon dann gediuBerte Vermutung, daB im Muskel 
die Resynthese des Pyrophosphats nicht nur oxydativ, sondern vor- 
wiegend auf Kosten der Glykolyse stattfinden kana, konnte hier nicht 
zur Nachpriifung gelangen. Diese Annahme hat sich jetzt auf Grund 
der Versuche von Meyerhof und Lohmann (a. a. O) als richtig erwiesen: 
die Resynthese des Pyrophosphats erfolgt tatsachlich durch die Energie 
der Milchsaéurebildung. 


Mit der Pyrophosphatspaltung und Resynthese steht augenscheinlich 
in naher Beziehung eine andere, an derselben Substanz eingreifende 
Reaktion: die Desaminierung des Purinrestes der Adenylpyrophosphor- 
siure. In einer 1927 erschienenen Arbeit * wurde von mir darauf hingewiesen, 
daB sowohl die Phosphorsaéure- wie auch die Ammoniakbildung im Blute 
auf eine Spaltung von Nucleotiden zuriickzufiihren ist. Zugleich wurde die 
Vermutung geaiuBert, daB die Co-Zymase ein Nucleotid oder sein Derivat 
sei; aus den Untersuchungen von Parnas, Euler und Meyerhof und ihrer 
Mitarbeiter wissen wir nun, daB dies tatsachlich der Fall ist. 

Im Muskel verlauft bei Jodessigsiurevergiftung die Abspaltung der 
Phosphorséure aus dem Adenylpyrophosphat mit groBer Anniéherung der 
Desaminierung parellel und in beinahe stéchiometrischem Verhaltnis 
(Lundsgaard, a.a.O.); dasselbe 14Bt sich im Muskelextrakt beobachten?, 
und aus den Versuchen PRarrenscheens* geht hervor, daB in den kernlosen 
Erythrocyten bei Aufhebung der Glykolyse ahnliche Verhaltnisse wieder- 
zufinden sind. Das scheint darauf zu deuten, daB beide Vorgiinge die 
Abspaltung der Pyrophosphorséuregruppe und die Desaminierung 
untereinander eng verkniipft sind. Nimmt man diese Verkniipfung fiir 
den SpaltungsprozeB an, so liegt der Gedanke nahe, daB bei der Resynthese 
der gleiche Zusammenhang besteht. Obwohl direkte Nachweise einer 
Reaminierung (Neubildung von Adenylséure aus Inosinséure) noch nicht 
vorliegen, so ist man doch zur Annahme dieses Vorganges durch verschieden- 
artige indirekte Versuchsergebnisse in vollem MaBe berechtigt. Aus den 
in Betracht kommenden Versuchen geht hervor. daB die Reaminierung, 
gleichwie die Pyrophosphatresynthese, sowohl auf Kosten der Glykolyse, 
wie auch unter Beteiligung von Oxydationsprozessen stattfinden kann. 
Versuche Lohmanns® haben gezeigt, daB die Glykolyse den Umfang der 
Desaminierung vermindert. Ich neige entschieden der Vermutung zu (sie 
wird von Lohmann ausgesprochen, doch halt er zur endgiiltigen Entscheidung 


1 W. Engelhardt u. A. Braunstein, ebendaselbst 201, 48, 1928; 
W. Engelhardt u. M. Ljubimowa, ebendaselbst 227, 6, 1930; W. Engelhardt, 
ebendaselbst 227, 16, 1930. 

2 W. A. Engelhardt, diese Zeitschr. 182, 121, 1927. 

5 O. Meyerhof, Die chemischen Vorginge im Muskel, 1930, S. 89; 
O. Meyerhoj, K. Lohmann, K. Meyer, diese Zeitschr. 287, 437, 1931. 

* H. Barrenscheen u. W. Filz, ebendaselbst 240, 409, 1931. 

5 K. Lohmann, ebendaselbst 241, 67, 1931. 
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weitere Versuche fii nétig), daB hier keine eigentliche Hemmung, sondern 
eine fortdauernde Reaminierung auf Kosten der Glykolyse vorliegt. Im 
gleichen Sinne sind die Versuche von Barrenscheen' zu deuten, in denen die 
Glykolysehemmung in kernlosen Blutkérperchen von einem Ammoniak- 
zuwachs begleitet wurde. Eine oxydative Reaminierung der nucleotidischen 
Oxypurine, ebenfalls bilanzmaBig festgestellt, geht aus den Versuchen 
von Parnas und seiner Schiiler? hervor, und ein Kreislauf des Ammoniaks 
wird auch von Embden*® in Betracht gezogen. Nachdem fiir die Vogel- 
blutzellen die aerobe Resynthese des Pyrophosphats sichergestel!t worden 
ist, liegt es nunmehr nahe, den Verlauf der aeroben Reaminierung zu unter 
suchen. In den kernhaltigen Blutzellen scheint ein zum Studium dieser 
Frage sehr geeignetes Objekt vorzuliegen. Entsprechende Versuche sind 
im hiesigen Laboratorium im Gange. 


Dehnt man auf die soeben besprochenen Kreisliufe die oben ent- 
wickelte Betrachtungsweise aus, so gelangt man zum SchluB, daB im 
, glykolytischen Kreislauf‘* der Phosphorsiure die Spaltung der organi- 
schen Phosphorsaureverbindungen, vor allem des Pyrophosphats, die 
Glykolyse fordern muB, genau so wie im ,,oxydativen Kreislauf die 
Atmung gesteigert wird. Dasselbe gilt in vollem MaBe auch fiir die 
Desaminierung: wenn letztere tatsichlich sowohl auf Kosten der 
Atmung wie auch durch die Glykolyse riickgingig gemacht werden 
kann, so ist zu erwarten, dai} diese beiden Prozesse, Atmung und Glyko- 
lyse, ihrerseits durch die Desaminierung in gewisser Weise geférdert 
werden, um durch die herbeigefiihrte Resynthese den Kreis zu 
schlieBen. 


Diese Vorstellung steht anscheinend im prinzipiellen Gegensatz zu 
der Auffassung Barrenscheens, namlich daB ,,die Hydrolyse organische: 
Phosphorverbindungen das Wesentliche fiir den Vorgang der Glykolyse. 
hemmung** sei, bzw. daB die Ammoniakabspaltung fiir die Inaktivierung 
des Co-Ferments mitverantwortlich ist®. Es eriibrigt sich hier. naher auf 
diese Meinungsverschiedenheit einzugehen, zumal sie geniigend in eine 
Arbeit von Braunstein® aufgeklart ist. Um nur das Wesentliche zu prazi- 
sieren, sei hier hervorgehoben, daB meiner Meinung nach in der Auffassung 
Barrenscheens Ursache und Folge verwechselt werden: weder ruft die 
Glykolysehemmung einen Zerfall der Phosphorséureverbindungen bzw. 
die Ammoniakabspaltung neu hervor, noch wird die Glykolyse durch diesen 
Zerfall und die Desaminierung gehemmt. Die Glykolysehemmung macht 
nur die spontan verlaufenden hydrolytischen Vorgiainge unmittelbar faBbar. 
wihrend sie bei bestehender Glykolyse durch die Resynthese verdeckt 
bleiben. Der Zerfall der Phosphorséureverbindungen und die Desaminierung 
werden nur dann eine Hemmung der Glykolyse herbeifiihren, wenn sie 
zu weit fortgeschritten sind und irreversible Verainderungen eingetreten 


1 a.a.O. 

2 J. K. Parnas, Klin. Wochenschr. 8, 506, 1929. 

3 Vgl. z. B. G. Embden, ebendaselbst 9, 1337, 1930. 

4 H.K. Barrenscheen u. K. Braun, diese Zeitschr. 231, 144, 1931. 
5 H.K. Barrenscheen u. W. Filz, ebendaselbst 240, 409, 1931. 

6 A. E. Braunstein, a.a. O. 
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sind. Unter einigermaBen physiologischen Bedingungen werden aber diese 
Prozesse als Vorbedingung der Glykolyse anzusehen sein. 

Es wurde oben darauf hingewiesen, daB meine Befunde beziiglich einer 
Atmungssteigerung nach vorangegangener Anaerobiose bei Vogelerythro- 
eyten im Widerspruch zu stehen scheinen mit den Ergebnissen der Versuche 
Meyerhojs', der sowohl bei kernhaltigen Blutkérperchen, wie auch bei 
energisch atmenden Bakterien keine anaerobe Warmebildung. und bei 
Wiederherstellung aerober Bedingungen keine  iiberschiissige Atmung 
(nach der Warmebildung beurteilt) feststellen konnte. Die Ursache dieses 
Widerspruchs ist in den Versuchsbedingungen und in der von Meyerhof 
angewandten Methodik zu suchen. Die anaerobe Warmebildung bei den 
Blutzellen wurde deswegen vermiBt, weil die Messungen nur wahrend der 
zweiten Halfte des anaeroben Aufenthaltes durchgefiihrt werden konnten, 
also zu einer Zeit, wo der Pyrophosphatzerfall bereits weitgehend abgelaufen 
sein muBte. Der Grund dafiir. daB keine iiberschiissige Warmebildung 
nach aufgehobener Anaerobiose gefunden wurde, kann einerseits ebenfalls 
in der angewandten Methodik gesucht werden. andererseits liegt er vielleicht 
in der zu langen Dauer der Anaerobiose: es hat den Anschein, als ob bei 
einer bestimmten Anaerobiosedauer die UberschuBatmung ein Maximum 
erreicht, um bei langerer Sauerstoffentziehung wieder herabzusinken, 
offenbar infolge eintretender Schadigungen der Zellen. 


Nach dem Gesagten ist die Adenylpyrophosphorsdure als eine 
Komponente des Co-Fermentkomplexes der Atmung anzusehen. 


Dali der Co-Fermentbegriff sich auf ein Komplex bezieht und nicht auf 
eine einheitliche Substanz, ist schon durch die Aufteilung der Co-Zymase 
in mehrere Bestandteile wahrscheinlich gemacht ?. Es wird in der Muskel- 
zelle die Atmung nicht durch irgendeinen Vorgang bzw. eine Substanz 
erregt. sondern es sind dafiir ihrer mehrere verantwortlich. Wenn also 
nach den Versuchen Lohmanns?* die Adenylpyrophosphorsiure die Atmung 
ausgewaschener Muskulatur in geringerem AusmaB wiederherstellt. als dies 
der Muskelkochsaft tut, so wird dadurch die soeben ausgesprochene Be- 
hauptung nicht im geringsten entkraftigt, sondern es ist anzunehmen, daB 
im Kochsaft neben dem Pyrophosphat noch andere atmungserregende 
Substanzen vorhanden sind, die sich gegenseitig zur vollen Co-Ferment- 
wirkung erginzen. Auch der Befund Meyerhofs*, daB die Atmung aus- 
gewaschener Muskulatur in gleicher Weise gesteigert wird durch Kochsaft 
aus frischen Muskeln, wie auch aus solchen, in denen infolge von Autolyse 
das Pyrophosphat vollstandig gespalten worden ist, spricht keineswegs 
gegen die hier gegebene Auffassung: im Falle des autolysierten Koch- 
saftes wird die durch die Spaltungsprodukte hervorgerufene Atmung Re- 
synthese des Pyrophosphats herbeifiihren und so den Kreislauf in Gang 
setzen. Ob wir in dem hier beschriebenen, mit der Atmung gekoppelten 
Kreislauf der Adenylpyrophosphorséure denselben Kreislauf haben. der 
nach Meyerhof und Lohmann® fiir die Milchséurebildung ma®gebend ist, 


1 O. Meyerhof, Piliigers Arch. 146, 159, 1912. 

2 K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931; 241, 67, 1931; BE. Auhagen, 
Naturwiss. 19, 916, 1931. 

2 a.a.O. 


4 Bei Lohmann angefiihrt, diese Zeitschr. 203, 1] 


‘ 


2, 1928. 


5 O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturwiss. 19, 575, 1931. 
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bleibt noch dahingestellt. Wenn dies zutrifft, so hatten wir hier vielleicht 
ein gemeinsames Glied, das als Verkniipfungspunkt fiir die Pasteur-Meyerhof- 
sche Reaktion von Bedeutung sein kénnte. 


Zusammenfassung. 

1. In Erweiterung friiherer Versuche lieB sich feststellen, dab 
unter den Bedingungen wahrer Anaerobiose in kernhaltigen Blut- 
kérperchen ein Zerfall von Pyrophosphat stattfindet. Das Ausbleiben 
dieser Spaltung unter aeroben Bedingungen wird durch das Vorhanden 
sein eines Kreislaufes erklart, wobei das Pyrophosphat auf Kosten der 
Atmung fortdauernd resynthetisiert wird. 

2. Diese Annahme wird durch den direkten Nachweis einer acrob 
eintretenden Resynthese des Pyrophosphats nach vorangegangener 
Anaerobiose sichergestellt. 

3. Es erwies sich, da nicht nur die Spaltung des Pyrophosphats 
durch die Atmung riickgangig gemacht wird, sondern daB die Spaltungs- 
produkte selbst die Atmung steigern. 

4. Es wird als eine fiir alle Kreislaufprozesse giiltige GesetzmaBigkeit 
angenommen, da der die Resynthese herbeifiihrende Vorgang stets 
selbst durch die Spaltung hervorgerufen wird; der Spaltungsprozeb 
fihrt somit seinen eigenen Riickgang herbei. 


5. Es erscheint berechtigt, der Adenylpyrophosphorsaéure eine 
Co-Fermentfunktion bei der Atmung zuzuschreiben, und das Adeny!- 
pyrophosphat als einen Bestandteil des Co-Fermentkomplexes der 
Atmung zu betrachten. 
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Die Bestimmung der Gallensiuren mit Hilfe 
des Stufenphotometers. 


Von 
H. Siillmann und L. Schaub. 


(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 28. Mai 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Beachtung, die der Gallensiurenstoffwechsel besonders im 
Hinblick auf seine Bedeutung bei der Fettverdauung sowie wegen der 
genetischen Zusammenhange dieser Stoffgruppe mit den Sterinen 
(Cholesterin, Ergosterin, Vitamin D, Sexualhormone) in der Physiologie 
findet, bedingt ein groBes Interesse fiir einwandfreie Nachweis- und 
quantitative Bestimmungsmethoden der Gallensiuren in biologischen 
Substraten. 


Auch die Klinik erfordert fiir die Kenntnis pathologischer Veranderungen 
der Leber und der Gallenwege es sei hier nur auf das klinisch wichtige 
charakteristische Verhalten der Gallensaiuren bei den verschiedenen Ikterus- 
formen hingewiesen die Méglichkeit zum handlichen Nachweis und der 
Bestimmung der Gallenséuren in Organen und Korperfliissigkeiten. 

Fir die quantitative Bestimmung der Gallenséuren im _ biologischen 
Material kommen in erster Linie Mikromethoden in Betracht. Die gravi- 
metrischen und titrimetrischen Bestimmungsmethoden, die zudem eine 
umstandliche und kaum durchfiihrbare reine Quantitative Abscheidung 
der Gallensiuren erfordern, sind deshalb nur ganz beschrankt anwendbar. 
Bei den indirekten Methoden zur Bestimmung der Gallensaiuren aus dem 
Stickstoff- bzw. dem Schwefelgehalt ihrer Paarlinge Glykokoll und Taurin 
bleiben vor allerm die ungepaarten Gallenséuren v6llig unberiicksichtigt, 
was einen schwer itibersehbaren Fehler bedeuten kann, da wir iiber das 
gegenseitige Verhaltnis der gepaarten und freien Gallenséuren im Organismus 
nicht hinreichend orientiert sind. Nach einem Vorschlage von Hoppe- 
Seyler sind auf der Grundlage der optischen Aktivitaét der Gallensaéuren 
Methoden zur Bestimmung der Gallenséiuren in Organen und Korper- 
fliissigkeiten ausgearbeitet worden und in zahlreichen Untersuchungen der 
letzten Jahre angewandt worden (VM. Jenke', O. Merkelbach?, F. Rosenthal?®). 
Wahrend aber die polarimetrische Methode da mit Erfolg verwendet werden 


1 M.Jenke, Arch. f. Pathol. u. Pharm. 130, 280, 1927. 


2 


2 O. Merkelbach, Schweiz. med. Wochenschr. 59, 620, 1929. 
3 F. Rosenthal, Arch. f. Pathol. u. Pharm. 157, 165, 1930. 
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kann, wo es sich um gréBere Gallensiuremengen handelt (Galle, Duodenal- 
saft), muB sie versagen, wenn es sich um die Bestimmung geringer Mengen 
Crallenséiuren, wie sie pathologisch in Blut und Urin etwa vorkommen 
kénnen, handelt (vgl. auch die Kritik der Methoden zur Gallensaéuren- 
bestimmung bei M. Jenke'), 

Als empfindlichste Nachweis- und Bestimmungsmethoden sind die 
auf der Pettenkoferschen Farbreaktion der Gallensiuren mit Schwefel- 
siure und Rohrzucker beruhenden kolorimetrischen Methoden anzu- 
sprechen. Diese Reaktion ist daher auch in ausgedehntestem Mabe 
zur Bestimmung der Gallensiuren herangezogen worden; allerdings 
ist hierbei die Beachtung besonderer VorsichtsmaBregeln notwendig, um 
eine fiir den Nachweis von Gallenséuren geniigend sichere Reaktion 
zu haben. 

Die Pettenkofersche Reaktion. 

Wird eine verdiinnte Lésung von Natriumcholat vorsichtig mit kon- 
zentrierter Schwefelsaure unterschichtet und darauf mit einem Tropfen 
10° iger Rohrzuckerlésung versetzt, so wird die Fliissigkeit bei leichtem 
Schwenken von der Beriihrungszone aus kirschrot. cv. Udranszky? hat 
eingehende Untersuchungen iiber die Bedingungen zum Gelingen der 
Pettenkojer-Reaktion auf Gallensiuren angestellt und dabei gezeigt, da® 
zahlreiche andere Substanzen unter den gleichen Bedingungen dieselbe 
oder ahnli¢he Farbungen ergeben. In der Empfindlichkeit sind die Gallen- 
siuren zwar allen anderen untersuchten Substanzen weit tiberlegen; nichts- 


destoweniger kann aber die Pettenkofersche Reaktion besonders in 
ihrer urspriinglichen Ausfiihrung nicht als fiir Gallenséiuren streng 
spezifische Farbreaktion angesehen werden.  Friihzeitig jedoch wurde 


erkannt (S. L. Schenk*), daB die spektroskopische Untersuchung der Petten- 
kofer-Probe die Identifizierung der Gallenséiuren einwandfrei gestattet ; 
beim Vorliegen von Gallensduren werden dann zwei charakteristische 
Absorptionsstreifen, der eine bei der Linie /’ und‘ der andere zwischen LD) 
und EF, wahrgenommen. In der spektroskopischen Kontrolle der Petten- 
koferschen Reaktion hat man so die Méglichkeit, den Nachweis von Gallen- 
sduren sicherzustellen. 

Im Laufe der Zeit sind zahlreiche Modifikationen der Reaktion von 
Pettenkofer zur Erhéhung ihrer Spezifitat vorgeschlagen worden. Die 
Pettenkofer-Reaktion ist eine Furfurolreaktion; mit Vorteil wird deshalb 
statt Rohrzucker direkt Furfurol genommen: mit einer 0,1°,,igen Furfurol- 
lésung wird dasselbe erreicht wie mit einer 10°, igen Rohrzuckerlésung 
und zudem eine reinere Farbe erzielt. Mit der Anderung der Saurekonzen- 
tration sowie der Reaktionstemperatur wird auch die Empfindlichkeit 
der Probe verandert, auf diesem Wege wurde auch vielfach eine Erhéhung 
der Spezifitat der Pettenkoferschen Probe fiir Gallensiuren angestrebt 
(BE. Drechsel*, R.Gregory u. T.A. Pascoe’, M.Chiray u. L. Cuny®). 


~ 


M.Jenke, Arch. f. Pathol. u. Pharm. 163, 175, 1931. 

L. v. Udranszky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 355, 1888. 
S.L. Schenk, Malys Jahresber. 2, 232, 

E. Drechsel, J.{. prakt. Chem. 24, 44. 

R. Gregory u. T. A. Pascoe, J. of biol. Chem. 83, 35, 1929. 
M.Chiray u. L. Cuny, J. pharm. chimie 7, 97, 1928. 
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. Udranszky hat bereits darauf aufmerksam gemacht, daB bei kleinen 
Variationen in der Austithrung der Pettenkofer-Reaktion auch die Spektral- 
erscheinungen variieren, auch nach L. Cuny' kommt beinahe jeder Variante 
der Pettenkofer-Reaktion ein besonderes Spektrum zu. Diese Tatsachen 
miissen bei der Spektroskopie sorgfaltig beachtet werden. Mit Hilfe des 
spektroskopischen Vergleichs haben M.Jenke u. F. Steinberg? die kolori- 
metrische Bestimmung der Gallenséiuren im Blute, wie sie von MW. Aldrich 
u. M.S. Bledsoe® angegeben wurde, einer eingehenden Kritik unterzogen. 

Der kolorimetrischen Bestimmung der Gallensauren in biologischem 
Material haften also infolge der ungeniigenden Spezifitat der ihr zu- 
grundeliegenden Farbreaktion erhebliche Nachteile an, die wohl nur 
bei spektroskopischer Untersuchung der Farblésung vollkommen aus- 
geglichen werden kénnen. Eine geeignete quantitative Methode zur 
Bestimmung der Gallensiuren auf spektroskopischer Grundlage ist 
noch nicht ausgearbeitet worden, diirfte auch in mancher Hinsicht 
fiir praktische Zwecke nur beschrinktes Interesse finden. Wir haben 
nun versucht, mit Hilfe des Pulfrichschen Stufenphotometers unter 
Anwendung der Pettenkojer-Reaktion zu einer quantitativen Be- 
stimmung der Gallenséuren zu gelangen. 


Ermittlung der Farbkurven und Priifung der Anwendbarkeit des Lambert- 
Beerschen Gesetzes fiir die Pettenkoferreaktion. 

Die .,typische Farbkurve™ charakterisiert die Absorptionseigenschaften 
einer Farblésung in verschiedenen Wellenlangengebieten und ermdglicht 
so die Wahl des geeigneten Filters. Ihre Darstellung erfolgt, indem man 
auf die Abszisse eines Koordinatensystems die Wellenlangen des Lichtes 
und auf die Ordinate die logarithmischen Werte der bei verschiedenen 
Wellenlangen bestimmten Extinktionskoeffizienten auftragt (Extinktions- 
kurve). Bei Giiltigkeit des Lambert-Reerschen Gesetzes fiir den vorliegenden 
Fall ist die Kurvenform fiir alle Farbstoffkonzentrationen konstant. bei 
Anderung der letzteren erfahrt die Farbkurve lediglich eine Parallel- 
verschiebung. Liese Verhaltnisse waren fiir die Gallenséiureprobe nach 
Pettenkofer zu untersuchen. 

Wir haben drei Modifikationen der Pettenkoferschen Reaktion 
besonders in Hinsicht auf ihre Brauchbarkeit fiir die Gallensaure- 
bestimmung in Organen, Blut, Harn usw. gepriift und uns zuniachst 
an Hand ihrer Farbkurven iiber den Farbcharakter der erhaltenen 
Farblésungen orientiert. Die Gallensaiureprobe zeigt wie erwihnt 
je nach den vorliegenden Gallensiuremengen eine andere Farbnuance. 
Um zu priifen, ob mit dem Farbwechsel auch eine Verschiebung im 
Absorptionsverlauf verbunden ist, sind Farbkurven, wie sie mit ver- 
schiedenen Mengen Gallensiuren erhalten wurden, dargestellt. Wir 


1 L.Cuny, J. pharm. chimie 8, 358, 1928. 
2 M.Jenke u. F. Steinberg, Arch. f. Pathol. u. Pharm. 153, 244, 1930. 
3M. Aldrich u. M.S. Bledsoe, J. of biol. Chem. 77, 519, 1928. 
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beschranken uns hier auf die Wiedergabe der Extinktionskurven von 
zwei Variationen der Pettenkoferschen Reaktion (Abb. 1 und 2). Die 
Extinktionskoeffizienten wurden aus den Messungen mit den ver- 
schiedenen Farbfiltern, die dem Stufenphotometer beigegeben sind, 
berechnet; das mittlere LichtdurchlaBgebiet dieser Filter (Filterschwer- 
punkt) wurde in mu auf die Abszisse aufgetragen. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Farbkurven mit verschiedenen Farbkurven mit verschiedenen 
Mengen Na-Cholat nach Aus- Mengen Cholsiure nach Aus- 
fiihrung I. fiihrung II. 


Der verhaltnismaBig gleichmaBige Verlauf der Kurven in Abb. | 
laBt kein besonders deutliches Maximum der Absorption, wie wir es 
dagegen in Abb. 2 ausgeprigt wahrnehmen, erkennen. Eine Kontrolle 
im Zeissschen Spektrographen ergab dieselben Verhaltnisse. Die Probe 2 
zeigt ein Absorptionsmaximum mit dem Filter S55: bei unseren 
Messungen mit verschiedenen Gallensiurenkonzentrationen erhielten 
wir jedoch mit den Farbfiltern S;, und S;, in der Regel bessere 
Resultate, weshalb wir vorzugsweise diese Filter fiir unsere Be- 
stimmungen benutzt haben. Neben der Steilheit der Absorptionskurve 
im Bereich der Lichtdurchlassigkeit des Filters S5. mu dieses 
Filter auch deshalb als ungeeigneter fiir die Bestimmung der Gallen- 
siuren erscheinen, weil es eine starkere Absorption mit den der Petten- 
kofer-Farbe haufig beigemengten gelben Fremdfarbungen zeigt. Bei- 
spielsweise sehen wir, daB die schwach gelb gefairbte Lésung von Robr- 
zucker und Schwefelsiure in der 3-cm-Kiivette folgende Zahlen der 
Lichtabsorption in Prozenten zeigt: Sy;: 94, S59: 73, S53: 27, 
S57: 16. Fir die Filterwahl ergibt sich bieraus, da die Messung 
mit den Filtern vorgenommen werden soll, die eine minimale Licht- 
absorption fiir die (gelben) Fremdfarbungen zeigen. Der EinfluB der 
Gallensiurekonzentration auf die Zusammensetzung der Pettenkofer- 
Farbe geht aus dem Verlauf der mit verschiedenen Mengen Gallensauren 
gewonnenen Farbkurven hervor. In dem kurzwelligeren Teil des 
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Spektrums erhalten wir bei allen untersuchten Variationen im wesent- 
lichen eine Parallelverschiebung der Kurven, wahrend zum Rot hin 
eine deutliche Divergenz der betreffenden Kurvenabschnitte im 
Sinne einer Anderung des Farbcharakters mit der Gallensiuremenge 
in diesem Wellenlingengebiet — festzustellen ist. Die erhaltenen Farb- 
kurven geben uns somit die Anweisung, die photometrische Bestimmung 
der Gallensiuren mit den Farbfiltern des mittleren Wellenlangen- 
gebietes vorzunehmen, da nur hier eine Giltigkeit des Lambert- Beer schen 
Gesetzes fiir die vorliegende Reaktion auf Gallensiuren erwartet werden 
kann. 
Bestimmung der Gallensiure in reinen Lisungen. 


Hierfiir fanden wir die unten ausfiihrlicher angegebenen Modifika- 
tionen annahernd gleichwertig; wir geben deshalb die mit den drei 
verschiedenen Proben erhaltenen Ergebnisse nur fiir reine Cholsaure 
bzw. Natriumcholat wieder. Von den mit der Desoxycholsiure und 
den gekuppelten Gallensiuren erhaltenen Eichwerten sind in den 
folgenden Tabellen lediglich die Werte mit Ausfiihrung I, die sich in 
der Folge fiir die Versuche mit biologischem Material als am zweck- 
maBigsten erwies, aufgenommen. In den Ausfiihrungsarten II und II] 
zeigen die Leerversuche eine stérende Eigenabsorption, die bei LI fiir 
sich bestimmt wurde und bei II dadurch als Fehlerquelle ausgeschaltet 
wurde, indem bei der Photometrie in das zweite AbsorptionsgefaB statt 
Wasser die Lésung des Blindversuchs gegeben wurde. In den Tabellen 
sind die negativen Logarithmen der Lichtdurchlassigkeit bei den an- 
gegebenen Schichtdicken fiir verschiedene Gallensiuremengen und 
die daraus berechneten Extinktionskoeffizienten aufgefiihrt Zunachst 
seien die unterschiedlichen Formen, in denen wir die Pettenkofersche 
Reaktion ausfiihrten, wiedergegeben. 

Ausfiihrung I. Die in ein Reagensglas abpipettierte Lésung von 
Natriumcholat wird mit Wasser auf 2 ccm ergiinzt, 1 cem 0,3 °,ige Furfurol- 
lésung und 8 cem Schwefelsdéure (45 cem H,SO, konzentriert zu 100 cem) 
zugegeben. Nach gutem Durchmischen werden die Rohrchen 30 Minuten 
in ein Wasserbad von 65° gegeben und danach abgekiihlt. Messung im 
Stufenphotometer gegen Wasser. 

Ausfiihrung Il. Abgemessene Mengen einer alkoholischen Cholsaure- 
lésung werden in kleine Erlenmeyer-Kélbchen gegeben und durch Ab- 
dampfen vom Alkohol befreit. Der Riickstand wird mit 0,4cem einer 
0,5°,igen wasserigen Furfuroll6sung und 10 cem 84°, iger Phosphorsdure 
versetzt. Die Lésung wird 1 Stunde bei 37° belassen und nach Abkiihlen 
unter Einschaltung des (schwach gelb gefarbten) Leerversuchs photometriert. 


Ausfihrung II]. Zu dem wie oben erhaltenen Riickstand von Cholsaéure 
werden 0,4ccem 1° ,ige Rohrzuckerlésung und 10 cem Schwefelsiure vom 
spez. Gew. 1,58 gegeben, 1 Stunde bei 37° belassen und nach Abkiihlen im 
Stufenphotometer gegen Wasser gemessen. 
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In allen Versuchen wurde aus dem Mittelwert von mindestens je 
fiinf Ablesungen, die in der Regel untereinander um nicht mehr als 
einen Trommelteilstrich abweichen durften, die negativen Logarithmen 
der Lichtdurchlassigkeiten (J)) fiir die benutzten Schichtdicken sowie 
die Extinktionskoeffizienten (k) berechnet. Cholséure, Natriumcholat 
und Natriumglykocholat waren Sandoz-Praparate, Natriumtauro- 
cholat von Merck und Natriumdesoxycholat von Riedel. 


Tabelle La, 


Austiihrung | mit Natriumcholat. 





D3em D2em k ber. aus )3em 
mg Na-cholat x ‘ ‘ mu Siiendl 
S53 Ss 553 $57 S53 S57 
0,10 0,208 0,184 0,145 0,132 0,069 0,061 
0,20 0416 0,370 0,279 0,258 0,139 0,123 
0,30 0,622 0,612 0,420 0,400 0,207 0,204 
0,40 0.840 0,926 0.565 0.606 0,280 0.309 
0,50 1,06 1,23 0,72 0,80 0,353 0.41 


Tabelle Ib. 


Ausfiihrung II mit Cholsaéure. 








D/3em k ber 
mg Cholsiure aa . tes a aitees 
Ss3 S;- Sas S., 
010 0,310 0,094 0,103 0.031 
0,20 0,59 0,183 0.19 0.061 
0,30 ~ 0,274 - 0.091 
0,40 ” _ 0,363 in 0,121 
0.50 — 0,450 — 0,150 
Tabe lle Ic. 
Ausfiihrung ITT mit Cholsaure. 
D3em k ber. 
mg Cholsiure SE eS Sed Se ESS wabemeee ania si 
r S53 S57 S55 S57 
Leerversuch 0,061 0,036 0,02 0,012 
0,05 0.115 0,093 0,038 0,031 
0,10 0,158 0,134 0,054 0,045 
0,20 0,298 0,252 0,099 0,084 
0,30 0.465 0.40 0,155 0,133 


In den Tabellen Ta bis Ic sind die Ergebnisse fiir Natriumcholat 
bzw. Cholsdure, wie sie mit den drei gekennzeichneten Variationen der 
Pettenkofer schen Reaktion erhalten wurden, wiedergegeben. Aus den an 
den Absorptionskurven gewonnenen Erkenntnissen sowohl als auch ausden 
hier aufgefiihrten Daten sind den Messungen der nach den Ausfiihrungen I 
und III erhaltenen Pettenkofer-Farbe die mit dem Filter 8;, gewonnenen 
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Werte zugrundezulegen, wahrend die Bestimmungen nach der Ausfiih- 
rung IT mit 8,, einwandfreiere Resultate ergibt. Die Werte in Tabelle Le 
zeigen erst von 0,1 bis 0,3 mg Cholsadure eine annihernde Proportionalitat 
zwischen Extinktionskoeffizienten und angewandter Gallensiuremenge. 
Somit wird bei passender Filterwahl eine befriedigende Uberein- 
stimmung der Lichtabsorption der auf verschiedene Weise erzielten 
Pettenkofer-Farbe mit dem Lambert-Beerschen Gesetz erreicht; die 
Errechnung des Cholsiuregehalts einer Versuchslésung kann also auf 
einfache Art aus den einmal gewonnenen Eichwerten erfolgen. Die 
Pettenkofer-Farbe ist, wie erwaihnt, nicht einheitlicher Natur, das geht 
auch aus den Messungen mit den beiden Filtern 8;, und 8,, (in Ta belle I a) 
hervor, die bei der graphischen Darstellung der Extinktionskoeffizienten in 
Abhangigkeit von der Gallensiurekonzentration zwei sich schneidende 
Linien liefern. Die geringen Streuungen der logarithmischen Werte der 
Lichtdurchlassigkeit von der Geraden mit den geeignet gefundenen 
Filtern sind zu einem Teil hierauf zuriickzufiihren. Der Versuchsfehler, 
der aus diesen Abweichungen entstehen kénnte, der aber immer 
weniger als 5°, betragt, kann vermieden werden, wenn die Berechnung 
des Gallensiuregehalts im Versuch an Hand einer Eichkurve erfolgt, 
wozu die vorstehend aufgefiihrten Zahlen fiir Cholsiure und die im 
nachstehenden tabellarisch wiedergegebenen Resultate mit anderen 
Gallensiuren die Méglichkeit geben. 


Tabelle II. 


Desoxycholsaure. 

















mg Na-desoxy- Djs em k ber. 
cholat moe ae oo ae <a ‘ 
Ss3 Ss Ss3 s 
0,10 0,058 0.046 0,019 0.015 
0,20 0,113 0,098 0,037 0,032 
0,30 0,176 0,135 0.058 0.045 
0,40 0.217 0.18 0,072 0,06 
0,50 0,293 0,245 0.097 0,081 
Tabelle I1l. 
Glykocholsaure. 
mg Na-glyko- D3em D/2em k ber. aus )3em 
cholat 7. ae ‘ae * \ . 
S53 57 553 957 S55 S57 
0.10 0.15 0.15 — _ 0,05 0.05 
0,20 0,293 0,27 0,198 0,194 0,097 0,09 
0,30 0.448 0,46: 0,30 0,31 0,149 0,154 
0.40 0,605 0,684 041 0,47 0,201 0,228 
0,50 — — 0,56 0,66 0,28 * 0.33 * 


* Aus D/2em berechnet. 
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Tabelle IV. 


Taurocholsaure. 





mg Na-tauro- p'sem k ber. 

cholat ee i ee Se —_ a 
3553 557 S53 S57 

0.10 0,094 0,086 0.031 0.028 

0,20 0,182 0,17 0,606 0,056 

0,30 0,275 0,275 0,091 0,091 

0,40 0,367 0,37 0,123 0,123 

0.50 0,46 0,462 0,153 0,154 


Auf das verschiedene Verhalten einiger Gallensiuren bei der 
Pettenkoferschen Reaktion hat bereits L. Cuny! hingewiesen: Desoxy- 
cholsiure, Anthropodesoxycholsiure und Hyoglykocholsaure geben eine 
schwachere Reaktion als Cholséure. Die vorstehend aufgefiihrten 
Messungen geben die Intensitatsverhaltnisse, mit denen Cholsaure, 
Desoxycholsaure, Glykocholsiure und Taurocholsiure bei der Farb- 
reaktion reagieren, quantitativ wieder. Die Schwachung der Farb- 
intensitét ist erwartungsgemaB am geringsten bei den Paarlingen der 
Cholsiure, bei denen sich die Ergebnisse noch giinstiger gestalten, 
wenn die Mengenangaben in den Tabellen auf Molaquivalente umge- 
rechnet werden. Aber auch dann bleiben die gekuppelten Gallensauren 
in der Farbstoffbildung hinter der Cholsiure zuriick. In unseren Ver- 
suchen vermochte ein Zusatz von Glykokoll zu Cholsaéure selbst im 
Molverhaltnis von 10:1 die Gallenséiurereaktion nur unwesentlich 
abzuschwachen (um etwa 1°): es diirfte also die Saiureamidbindung 
der gepaarten Gallensaiuren vielleicht eine Schwachung der Reaktions. 
fahigkeit bei der Prttenkofer-Prowe verursachen. Die Farbintensitat 
mit dem Natriumsalz der Desoxycholsaiure betragt nur noch rund 26°, 
derjenigen mit Natriumcholat. 

Strukturchemisch kénnen wir die Gallensiuren von dem Kohlenwasser- 
stoff Cholan bzw. der Carbonsaiure Cholansdure ableiten, wir haben dann 
die Lithocholsiure als Monooxycholanséure, die Desoxycholséure als 
Dioxycholanséiure und die Cholsiure als Trioxycholansiéure zu bezeichnen 
(Wieland). Wenn wir annehmen, da8B die Farbstoffbildung bei der Petter- 
kofer-Reaktion an die Hydroxylgruppen der Gallensaéuren gebunden ist, 
so kénnen wir auch das Verhalten der verschiedenen Oxycholansauren bei 
dieser Reaktion dem Verstandnis naherbringen. Wahrend namlich die 
Cholanséure eine negative Pettenkofer-Reaktion gibt, ist diese bei der 
Monooxy- und Dioxycholanséure gegeniiber der Trioxycholanséure 
wie erwihnt — wesentlich geschwacht. Da sich Anthropodesoxycholsaéuie 
und Desoxycholséiure nur durch die Stellung ihrer Hydroxylgruppen im 
Molekiil unterscheiden, ist vielleicht auch noch die Konfiguration des 
Gallensiuremolekiils fiir die Entstehung der Farbe in dem angedeuteten 
Sinne von EinfluB. 





1 L. Cuny, C.r. Soc. Biol. 99, 613, 1928. 
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Die verschiedene Intensitaét, mit der die Gallenséuren bei der 
Pettenkoferschen Reaktion reagieren, muB also bei quantitativen 
Untersuchungen beachtet werden. Hierin liegt eine Beschrankung 


ler Brauchbarkeit der Pettenkoferschen Reaktion fiir quantitative 
Bestimmungen, unter Umstanden auch fiir den bloBen Nachweis von 
Gallensauren. Fiir vergleichende Untersuchungen haben diese Tatsachen 
allerdings wohl keine allzu groBe Bedeutung; in Ermangelung besserer 
Methoden kann daher diese klassische Farbreaktion als Grundlage fiir 
den empfindlichsten Nachweis und die Bestimmung kleiner Gallen- 
siuremengen dienen. F. Rosenthal! wandte fiir die polarimetrische 
Bestimmung der Gallenséuren in Gallen einen ,,Reduktionsfaktor** 
an, da das héhere spezifische Drehungsvermégen der Desoxycholsdure 
z. B. bei der polarimetrischen Untersuchung von Menschengalle einen 
héheren Gallensiuregehalt derselben, als Cholsiure berechnet, vor- 
tauscht. In ahnlicher Weise kann auch ein Umrechnungsfaktor fiir 
die kolorimetrische Bestimmung angewandt werden, nachdem die 
Starke der Farbreaktion einzelner Gallensaiuren festgestellt ist, wenn 
ferner das Verhaltnis der einzelnen Gallensiuren zueinander in dem 
Untersuchungsmaterial bekannt ist und als konstant angenommen 
werden kann. Das Verhiltnis von Cholsiure zu Desoxycholsaéure in 
der menschlichen Galle ist ungefahr drei zu eins. Aus unseren Daten 
ist zu ersehen, daB die Gallensiurereaktion der Desoxycholsiure nur 
etwa ein Viertel so intensiv ist wie die der Cholséure; es wiirde sich also 
mit der Pettenkofer-Probe in der Menschengalle ein um etwa 20°, zu 
niedriger Wert ergeben, wenn wir ohne weiteres auf Cholsiure berechnen. 


Die Bestimmung der Gallenséuren mit Hilfe des Stufenphotometers 
ergab also fiir reine Lésungen vollkommen befriedigende Resultate. 
In den folgenden Untersuchungen versuchten wir die Anwendung der 
hier erzielten Ergebnisse auf die quantitative Bestimmung der Gallen- 
siuren in Harn, Blut, Galle und Organen. 


Versuche zur Gallensiurebestimmung in biologischem Material. 


Hier stellen sich der Methodik besondere Schwierigkeiten entgegen, 
die hauptsachlich in der praktisch kaum durchfiihrbaren vollkommenen 
Abtrennung der Gallensaiuren von stérenden Begleitstoffen, wie Fette, 
Fettsaéuren, Cholesterin, Cholesterinester, Farbstoffen und anderem 
bestehen. Die kolcrimetrische Auswertung der Pettenkoferschen 
Reaktion mit Blutextrakten, Harn usw. hat daher auch vielfach zu 
Unstimmigkeiten in den Ergebnissen gefiihrt und diese Probe in Mib- 
kredit gebracht. 


1 F. Rosenthal, Arch. f. Pathol. u. Pharm. 157, 165, 1930. 
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E. Walker’ gibt beispielsweise an, daB alkoholische Rinderblutextrakt: 
auch nach Fallung mit Bleiacetat, das die CGallens&uren niederschlagt 
noch die Pettenkofer-Reaktion geben. Bei spektroskopischer Kontrol 
der Pettenkofer-Farbe, wie sie bei Aufarbeitung von Blut nach J/. Aldric/ 
und M.S. Bledsoe (|. ¢.) sowie nach M. Chariet? erhalten wird, ergibt sic} 
fiir Normalblut nach Jenke und Steinberg® ein Gehalt von weniger al 
0,025mg-",, Gallensduren, wahrend die direkte kolorimetiische Bestimmung 
bedeutend hohere Werte liefert, etwa 2 bis 5 mg-",. Bei [kterusfallen fande: 
die letzteren Verfasser 2 bis 8 mg-°,, Gallensiuren im Blut. Zahlreich: 
Untersuchungen haben ergeben, da®B auch im normalen Menschenharn 
Gallensiuren in nachweisbaren Mengen nicht auftreten, dagegen aber bei 
Ikterus haufig zu finden sind. 

Harn. Die direkte Bestimmung der Gallenséuren im Harn ist nicht durch 
fiihrbar. Der normale Harn, aus dem auf keine Weise Gallenséuren zu 
isolieren sind, gibt auf Zusatz von Fk urfurol und Schwefelséure eine schon: 
Rotfarbung, ahnlich wie sie auch nach Zusatz von Gallensiuren zum Harn 
erhalten wird. 

kiir die Reinigung der Gallensiuren im pathologischen Harn sind 
verschiedene Wege angegeben worden. Nach Hoppe-Seyler* fallt man die 
Gallensaiuren im Harn in schwach ammoniakalischer Lésung mit Bleiessig. 
extrahiert die gallensauren Salze aus dem Niederschlag mit Alkohol, scheidet 
das Blei mit Natriumearbonat ab und fallt in der eingeengten alkoholischen 
Lésung die gallensauren Salze mit Ather. Diese Methode haben wir fii 
die Gallenséurebestimmung im Harn anzuwenden versucht. Die Athe1 
fallung erlaubt eine verhaltnismaBig reine Abscheidung der Callensauren. 
Durch Zusatzversuche stellten wir jedoch fest, daB wir auf diese Weise 
nur einen Teil der normalem Harn zugesetzten Cholsiuremenge wieder 
fanden. Vor allem ist die Ausfallung der gallensauren Salze aus ihren 
alkoholischen Lésungen mit Ather nicht quantitativ: 2.cem einer absolut 
alkoholischen 0,2°,igen Natriumcholatlésung wurden mit 50 cem (iiber 
CaCl, getrocknetem) Ather versetzt, iiber Nacht im Eisschrank stehen 
gelassen und von den ausgeschiedenen, in Biischeln vereinigten Nadelchen 
abfiltriert. Der Riickstancl des Fkiltrats gab deutlich positive Pettenko/ser- 
Probe. Ebensowenig Erfolg hatten wir bei den Versuchen, in denen wit 
die Gallenséuren im Harn durch Ammonsulfat oder Magnesiumsulfat zi 
fallen versuchten. Wurden dem Harn nur geringe Mengen Gallensaiuren 
zugesetzt, so wurden iiberhaupt keine festen Ausscheidungen erhalten, bei 
groBeren Gallensiuremengen dagegen war die erzielte Fallung stark mit 
Farbstoffen verunreinigt, so daB noch eine weitere Reinigung notwendig 
war. Die Fallung der Gallensiuren mit Chininsalzen bot zunachst insofern 
giinstigere Aussichten, als eine reine Abtrennung von den anderen Sub- 
stanzen des Urins, besonders von den st6renden Harnfarbstoffen, méglich 
war. In Versuchen mit wasserigen Natriumcholatlésungen ergab sich jedoch, 
daB die Abscheidung der Gallenséiuren mit Chininsalzen (salzsaures und 
valeriansaures Chinin) nicht quantitativ erfolgt. Fiir manche F alle diirfte 
vielleicht die Fallung der Gallensaiuren mit einer Lésung von Chinin in HC}. 
in die Chininbase bis zur Sattigung eingetragen ist, eine ausreichend voll- 


1 E. Walker, Biochem. J. 24, 1489, 1930. 

2 M.Charlet, diese Zeitschr. 210, 42, 1929. 

3 M.Jenke u. F. Steinberg, Arch. f. Pathol. u. Pharm. 158, 244, 1930 
4 Vgl. Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, 2. Aufl., S. 1280. 
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standige Abscheidung der Gallensiuren ermdéglichen; fiir die quantitative 
Bestimmung der Gallensdéuren im Harn oder Blut erscheint jedoch die 
Chininfallung als nicht geniigend quantitativ. 


Nach weiteren Versuchen in verschiedenen Richtungen, die hier nicht 
aufgeftihrt werden sollen, wurde die nachstehend beschriebene Methode als 
brauchbar gefunden. Dabei haben wir allerdings darauf verzichtet, eine 
reine Abtrennung der Gallenséiuren zu erreichen; der Fehler, der bei det 
quantitativen Bestimmung der Pettenkofer-Reaktion durch die noch bei- 
gemengten, allerdings erheblich verminderten Harnfarbstoffmengen entsteht, 
konnte dadurch ausgeschaltet werden, daB die in den Harnextrakten nach 
Zusatz von Schwefelsiure und Furfurol erhaltene Farbung im Stufen- 
photometer gegen eine Probe desselben Harnextraktes, nur mit Schwefel- 
siiure versetzt, gemessen wurde. Auch fiir Blutproben wurde diese An- 
ordnung gewahlt. 


kiir die Extraktion der Gallenséiuren aus dem Harn wurde die Aus- 
schiittelung mit Ather angewandt. Da die gepaarten Gallenséuren in Ather 
sehr schwer léslich sind, muB der Atherextraktion eine Hydrolyse vorauf- 
gehen. Die Spaltung der Taurocholséure und Glykocholsdéure ist nach 
sechsstiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad in Normalalkali bereits voll- 
stindig: die nach der Hydrolyse wiedergefundene Cholséiure entsprach 
genau der zugesetzten Menge Glykochol- bzw. Taurocholsaure. 

Die Versuche mit Harn sollen an einem Beispiel eines Zusatzversuchs 
wiedergegeben werden. 

Zu 100cem Harn wurden 50 mg Na-glykocholat gegeben und die 
Fliissigkeit mit 20 cem 25°,iger NaOH am RiickfluBkihler 4'Stunden auf 
dem Wasserbad erhitzt. Die verseifte Lésung wird mit 25° iger HCl an- 
nahernd neutralisiert und in einer Glasschale abgedampft. Der Riickstand 
wird mit Alkohol aufgenommen und die alkoholische Lésung filtriert. Das 
Filtrat wird abgedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und 
nach Ansiéiuern sechsmal mit Ather im Schiitteltrichter ausyeschiittelt. 
Der gesammelte Ather wird auf ein Volumen von etwa 25cem eingeengt 
und fiinfmal mit je 5cem 0,5n Ammoniak ausgeschiittelt. Die ammo- 
niakalische Lésung wird mit Wasser auf 50 cem gebracht. Die Pettenkofer- 
Reaktion wird nach der Ausfiihrung I angestellt. Zur photometrischen 
Messung wird | cem der obigen Lésung ( 1 mg Na-glykocholat) verwendet. 
Die Messung geschah in diesem Falle in der 1-cm-Kiivette a) gegen Wasser 
und b) gegen Blindversuch (1 cem der obigen Lésung + H,SO, usw., ohne 
Furfurol). Die angegebenen Werte sind die Extinktionskoeffizienten der 
verschiedenen Messungen: 





0,659 (0,668) 0,541 (0,63) 


Da normaler Harn (ohne Gallenséiurezusatz), auf die obige Weise 
behandelt, bereits eine schwache gelb-rétliche Farbung erkennen lieB und 
wir auch wie angegeben — keine vollstandige Trennung der Callen- 
siuren von den Harnfarbstoffen erreichten, sind die unter a) gemessenen 
Werte von vornherein als zu hoch anzusehen. Fiir die Berechnung legen 
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wir daher die mit Ss, in der Messung b) gewonnene Zahl zugrunde; es 


ergibt sich da sich das Lambert-Beersche Gesetz in unserem Falle als 
praktisch anwendbar erwiesen hat beim Vergleich von D/2 em fiir 0,5 mg 


Na-glykocholat in Tabelle II] mit dem obigen Wert fiir 1 mg Na-glyko- 
cholat und 1l-cm-Kiivette eine befriedigende Ubereinstimmung. 96,5 ° 
der zugesetzten Menge Na-glykocholat wurden somit wiedergefunden. 


i) 


Nach der angegebenen Arbeitsweise haben wir in verschiedenen 
ikterischen Harnen die Gallensaéuren bestimmt. In einem Falle fanden wir 
17,7 mg-°,, gallensaure Salze (als Na-cholat berechnet), in einer anderen 
Harnprobe derselben Versuchsperson 16,2 mg-°%,. Dagegen fanden wir 
in einem ebenfalls stark gallenfarbstoffhaltigen Harn einmal keine Gallen- 
séuren, was auf die bekannte ,,Dissoziation*’ von Cholalurie und Gallen- 
farbstoffausscheidung hinweist. 


Blut. Der Nachweis und die Bestimmung der Gallenséuren im Blute 
ist fiir die Klarung der physiologischen Funktion der Gallenséiuren von 
groBem Interesse. Im Anschlu8 an die Versuche mit Harn wandten wir 
fiir die Gallenséiurebestimmung im Blute folgende Methode an, die hier 
ebenfalls an Hand eines Zusatzversuchs wiedergegeben werden soll. 

10ecem normales Blut werden mit 1 mg Na-cholat versetzt und in 
90 cem 95°,igen Alkohol gegossen, umgeschiittelt und mehrere Stunden 
stehengelassen. Danach wird filtriert, der Riickstand mit Alkohol aus- 
gewaschen und das Filtrat auf dem Wasserbad eingedampft. Der Abdampf- 
riickstand wird mit etwa 20 ccm Wasser aufgenommen, in ein Erlenme yer- 
Kélbchen iibergefiihrt, 5cem 25°, ige Natronlauge zugegeben und unter 
RiickfluB 6 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Die alkalische, verseifte 
Lésung wird darauf zur Entfernung des unverseiften Anteils dreimal mit 
Ather ausgeschiittelt, nach Ansaéuern werden die Gallenséuren durch fiinf- 
maliges kraftiges Ausschiitteln mit Ather extrahiert. Die gesammelten 
gallenséurehaltigen atherischen Ausschiittelungen werden abdestilliert, der 
Riickstand in Alkohol gelést und die alkoholische Lésung in ein Zentrifugen- 
glas, das bei 25ccem eine Marke tragt, tibergefiihrt. Zur Ausfallung der 
atherléslichen Fettsauren wird die alkoholische Lésung mit lcem ge- 
sattigter Bariumhydroxydlésung versetzt und mehrere Stunden im Eis- 
schrank belassen. (Die Bariumsalze der Gallenséiuren, auch das der Des- 
oxycholsaéure, sind in Alkohol léslich.) Danach wird mit Alkohol bis zur 
Marke aufgefii!lt und 5 Minuten zentrifugiert. Von der iiberstehenden 
klaren Fliissigkeit werden je 5,0 cem (= 0,2 mg Na-cholat) in zwei kleine 
Zentrifugenglaser pipettiert, der Alkohol verdunstet und zu dem Riickstand 
2cem Wasser gegeben. Mit der einen Probe wird nach Ausfiihrung I dix 
Pettenkofer-Reaktion angestellt. die zweite Probe wird als Blindversuch 
(ohne Furfurol) benutzt. Nach dem Erwarmen auf dem Wasserbad wird 
von der geringen durch BaSO, verursachten Triibung abzentrifugiert und 
die tiberstehende Lésung zur Bestimmung verwendet. Die Gallenséure- 
probe wurde im Stufenphotometer a) gegen Wasser und b) gegen den 
Leerversuch gemessen. Die mit §S;3 und §,;, erhaltenen negativen Loga- 
rithmen der Lichtdurchlassigkeit (3-cm-Kiivette) sind folgende: 
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Der Versuch a) zeigt in der Lichtdurchlassigkeit der beiden Ff ilter eine 
‘twas starkere Abweichung, als sie in den Proben mit reinen Gallensaure- 
ldsungen der Tabelle La zu beobachten ist, zudem zeigte die Leerprobe fiir 
sich eine Gelbfarbung. Aus diesen Anhaltspunkten ergibt sich, daB die 
Messung unter a) zu hohe Werte liefern muB. Durch Vorschaltung des 
Blindwertes kann der Fehler vermieden werden. Der in dem Versuch b) 
mit dem Filter S;,; erhaltene Wert fiir )/3cm ist also maBgebend und 
ergibt, daB rund 98°, der dem Blut zugesetzten Menge Natriumcholat 
auf diese Weise wiedergefunden wurden. 

Die nach Aldrich und Bledsoe autgearbeiteten Blutproben wiesen im 
Leerversuch (also ohne Furfurol) beim Anstellen der Pettenkojer-Probe 
eine starkere Gelbfarbung auf als die nach der hier angegebenen Methode 
erhaltenen Blutextrakte. Bei verschiedenen Zusatzversuchen wurden 
45 bis 98°, der zugegebenen Gallensiuremenge wiedergefunden; in keinem 
Falle wurden Werte iiber 100°, erhalten. Es ist also mit cinem Verlust 
an Gallensdiuren bis zu 5°, zu rechnen, ein Fehler, wie ihn wohl alle bis- 
herigen Gallensiurebestimmungsmethoden mindestens ergeben. 

In einem Versuch wurden 160 ccm Rinderblut (ohne Zusatz von Gallen- 

sduren) analog wie oben aufgearbeitet und von dem alkoholischen Extrakt 
12,5cem, die also 50cem Blut entsprachen, zur Pettenkofer-Reaktion ver- 
wendet; die restlichen 12,5cem wurden fiir den Blindversuch genommen. 
Im Stufenphotometer wurde mit S;, in der 3-cm-Kiivette eine Differenz 
der Lichtdurchlassigkeit der beiden gegeneinander gemessenen Lésungen 
erhalten, die einem Gallensiuregehalt des untersuchten Rinderblutes von 
0,1 mg-°, entsprach. Die Notwendigkeit des ,,Blindversuchs* fiir die 
exakte photometrische Bestimmung der Gallenséuren erfordert allerdings 
die doppelte Blutmenge (mindestens 10 cem) des einfachen Versuchs ohne 
Blindprobe. Bei Anwendung von 10 ccm Blut diirfte die unterste Grenze, 
die noch eine hinreichend genaue Bestimmung der Gallenséiuren erlaubt, 
bei einem Gallenséuregehalt des Blutes von 0,5 mg-°,, liegen. 

Organe (Kaninchenleber). Die ganze Leber (73,0 g¢) wurde mit Quarz- 
sand gut verrieben und dreimal mit heiSem Alkohol extrahiert. Die Weiter- , 
behandlung des alkoholischen F iltrats erfolgte ebenso wie bei Blut angegeben. 

Zur Ausfiihrung der Gallensiurenprobe, ebenso wie fiir den Blindversuch, 
wurden 2 ccm der Endlésung (= 5,84 g Leber) verwendet. 3-cm-Kiivette, 
gemessen gegen Blindversuch. 





Ss3 S37 





0,229 (0,200) 


In 5,84 g¢ Kaninchenleber fanden sich also 0,115 mg gallensaure Salze 
(als Na-cholat berechnet) entsprechend 1,43 mg Na-cholat in der ganzen 
Leber oder 19,6 mg Na-cholat in 1000 g Lebersubstanz. 

Galle. Gregory und Pascoe (l.¢.) haben fiir die kolorimetrische Be- 
stimmung der Gallenséuren eine einfache Methode angegeben, die es unter 
Anwendung der von ihnen angegebenen Variation der Pettenkoferschen 
Reaktion (siehe Modifikation I) erméglicht, die Reaktion auf Gallensaéuren 
in den Gallenfliissigkeiten direkt nach Alkoholfallung anzustellen. Diesen 
Angaben sind wir bei der Untersuchung von Gallen mit geringen Anderungen 
gefolgt. 

Ein Volumenteil der Blasengalle wird mit zwei Volumenteilen 96 °,igem 
Alkohol versetzt und mehrere Stunden (iiber Nacht) in der Kalte stehen- 


25+ 
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gelassen. Es wird dann von den ausgeschiedenen Ff locken abfiltriert. Ein 
oder mehrere Kubikzentimeter des Filtrats werden mit Wasser soweit 
verdiinnt, daB eine Verdiinnung von |: 300 bzw. 1: 600 (bei Rindergalle) 
der urspriinglichen Galle erhalten wird. Erwies sich diese Verdiinnung als 
zu groB, so haben wir nachtraglich noch eine Verdiinnung von 1: 150 
angesetzt. Mit 1 bzw. 2cem dieser Lésungen wird die Pettenkofer-Probe 
angestellt. 


In diesen soweit verdiinnten Gallenlésungen war meist nur noch eine 
schwache k arbung durch Gallenfarbstoffe zu erkennen. Bei Schweinegalle 
sahen wir allerdings in allen Fallen eine starke Gelbfarbung. Die vorhandenen 
Farbstoffe stérten jedoch die Pettenkofersche Probe augenscheinlich nicht : 
mit den verdiinnten, betrachtlich gefarbten Lésungen der Schweinegalle 
erhielten wir wiederholt eine negative oder ganz schwache (Callensaéure- 
reaktion, was vielleicht auf die besonders groBen Schwankungen im Gallen 
siuregehalt der Schweinegalle zuriickzufiihren ist. (V.Jahn! gibt fiir die 
gallensauren Salze in Schweinegalle Werte von 0,25 bis 8°, an.) Bei Kanin- 
chen wurde die Blasengalle von mehreren Tieren gesammelt, im iibrigen 
entstammte die Galle je einem Tier. Nachstehend sind die mit verschiedenen 
Gallen erhaltenen Werte, als Na-cholat berechnet,. aufgefiihrt : 


Rindergalle . .. . 3,57 bis 11,1 ° 


Oo 


Sehaigailo. ..... 417%; 516% 
of . ‘ 
DOE =. an 6 cs ee et me 


Schweinegalle .......-. 


Kaninchengalle. ....... 2,30% 


Kontrollen mit der unter I] genannten Ausfiihrung der Gallensaure- 
probe, die sich durch ihre Empfindlichkeit besonders auszeichnet, fiihrten 
bei der Untersuchung der Gallen zu_ befriedigend iibereinstimmenden 
Ergebnissen mit den aufgefiihrten Werten. Auch bei drei Versuchen mit 
Schweinegalle war das Ergebnis mit dieser Variation negativ bzw. schwach 
positiv, analog dem Resultat mit der Modifikation I, so da8 wir hierfiu 
keine quantitativen Befunde wiedergeben. 


‘ Zusammenfassend besteht der Gang der stufenphotometrischen 
Gallensdurebestimmung also zunichst in der Wahl eines passenden 
Farbfilters mit Hilfe der ,,typischen Farbkurve** der Pettenkofer-Farbe 
(in der angewandten Variation). Hierbei sind folgende Umstande 
zu beachten: die bei der Gallensiureprobe in Extrakten aus biologischem 
Material stérenden Fremdfarbungen zeigen hauptsachlich im blauen 
Teil des Spektrums eine starke Lichtabsorption, waihrend andererseits 
im langwelligeren Spektralbereich die komplexe Natur der Pettenkofer- 
Farbe zum Ausdruck kommt und sich so stairkere Abweichungen vom 
Lambert- Beerschen Absorptionsgesetz ergeben. In den vorstehenden 
Untersuchungen erwies sich das Farbfilter S;, als besonders brauchbar: 


' V. Jahn, Diss. Ziirich 1930; vgl. auch die friiheren Arbeiten vor 
Herzfeld u. Hdaémmerli, Schweiz. med. Wochenschr. 1924, S. 141; 1925. 
S. 142, 164. 
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zur Priifung der Reinheit der erzielten Pettenkofer-Farbe wurden daneben 
Messungen mit S;, gemacht. 

Die Ermittlung von Eichwerten (Eichkurve) geschieht mit Hilfe 
reiner Gallensiurelésungen bekannten Gehalts. Bei geeigneter Filter- 


wah] und bestimmter Ausfiihrung der Reaktion trifft wie gezeigt 
wurde das Lambert-Beersche Gesetz mit praktisch geniigender 


Genauigkeit zu: die Errechnung der Gallensiurekonzentration der 
Versuchslésung aus den Eichwerten kann daher in einfacher Weise 
erfolgen: die Konzentrationen zweier Lésungen verhalten sich zueinander 
wie ihre Extinktionskoeffizienten. 

Fir alle folgenden Bestimmungen mu die Gallensdurereaktion 
unter den einmal festgelegten Bedingungen erfolgen, da anderenfalls 
groBe Unstimmigkeiten auftreten kénnen. Bei Versuchen mit biologi- 
schem Material ist die unter Ausfiihrung I wiedergegebene Variation 
der Pettenkofer-Probe zu empfehlen, da diese die geringsten stérenden 
Fremdfarbungen gibt. 

Fir die Bestimmung der Gallensiuren in Organen, Harn, Blut usw. 
spielt die Reinigung der Gallensauren, fiir die in der Literatur zahlreiche 
Angaben bereits vorliegen, die wesentlichste Rolle. In Zusatzversuchen 
mit Blut und Harn wurde in den hier wiedergegebenen Versuchen 


mit Hilfe der stufenphotometrischen Messung die zugesetzte Gallen- 
wiedergefunden. Die 
verschiedene Intensitét, mit der die einzelnen Gallensiuren bei der 
Pettenkoferschen Farbreaktion reagieren, ist beim Arbeiten mit biologi- 
schem Material besonders zu beachten. 


siuremenge mit einem Verlust von etwa 2 bis 6° 





Uber eine tyndallmetrische Pepsinbestimmungsmethode. 


Von 


E. Herzfeld. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Universitats- 


klinik Ziirich.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1932.) 


Bei den bisher ausgearbeiteten Pepsinbestimmungsmethoden wird 
1. die Verminderung der Substratmenge, 2. die Vermehrung der Ver- 
dauungsprodukte, 3. die Zeit der Verdauung gemessen. 

Die alteren Methoden besitzen heute nur noch historisches Interesse, 
z. B. auch die Methode von Mett. Interessant sind die neueren Angaben 
von H. Northrop’, wonach Pepsinlésungen. welche vollstandig denaturiert 
und inaktiviert waren, durch Einstellung des pu auf 5,4 teilweise wieder 
aktiv werden. Er verwendet zur Pepsinbestimmung eine viskosimetrische 
Methode?. 

In vorliegender Arbeit soll eine Methode beschrieben werden, 
welche in verhaltnis naBig kurzezr Zeit die exakte Ausfiihrung von 
Serienpepsinbestimmungen auf tyndallmetrischem Wege (Universal- 
kolorimeter Leitz, Modell 1932) erméglicht. 

‘In einer friiheren Mitteilung* hat Verfasser angedeutet, daB die 
von ihm ausgearbeitete tyndallmetrische Methode eventuell auch fiir 
Pepsinbestimmungen sich eignen diirfte. Die Erwartungen haben sich 
in hohem MaBe erfiillt, denn es konnte eine Methode gefunden werden, 
welche sich durch eine auBerordentliche Empfindlichkeit auszeichnet, 
und zwar gestattet sie den Nachweis von Pepsin bis zu 0,000625 mg 
(0,625 y). 

Das Prinzip der Methode ist ahnlich wie bei den nephelometrischen 
Verfahren mit dem Unterschied, daB hier nicht nur die Abnahme der 
Intensitat der im diffusen Lichte sichtbaren Triibung, sondern auch 
die des durch Bogenlicht erzeugten Tyndallkegels gemessen wird. Das 


' J. gen. Physiol. 14, 713, 1931. 
2 J. of gen. phys. 5, 3, 353, 1923. 
3 Diese Zeitschr. 232, 81. 1931. 
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Tyndallmeter ist in der oben zitierten Arbeit beschrieben. Eine ein- 
fachere und billigere Konstruktion des Instrumentes ist in Bearbeitung. 


Herstellung des Substrats. 


Nachdem die verschiedenartigsten bisher empfohlenen EiweiB- 
l6sungen ausprobiert wurden und sich fast alle als ungeeignet erwiesen 
haben, wurde bei den spiateren Versuchen ausschlieBlich Blutserum 
angewandt. Entsprechend den gemeinsam mit R&. Klinger! ent- 
wickelten eiweiBchemischen Vorstellungen wurden durch Aufkochen 
verdiinnter Sera schéne grobdisperse Eiweiblésungen hergestellt. Am 
besten eignen sich hierfiir Rindersera, von welchen 20 ccm zu 100 cem 
mit Wasser verdiinnt in einem Becherglase unter Umriihren vorsichtig 
aufgekocht werden. Haufig entsteht dabei ohne weitere Zusitze eine 
grobdisperse opalisierende EiweiBlésung, oft muB man aber langsam 
weiter kochen und unter Umriihren tropfenweise von einer 1°, igen 
Essigsiure (bis zu 80 Tropfen) zusetzen, bis die gewiinschte Triibung 
(Tyndallwert 0.3mm am besten) ecintritt, ohne nennenswerte Aus- 
flockung. Hierauf wird durch etwas Watte in einen Erlenmeyer-Kolben 
filtriert und das Filtrat abgekihlt. 

Dieses Verfahren erméglicht nicht nur die einfache und rasche 
Darstellung eines geeigneten Substrates, sondern es resultiert auch 
ein Produkt, welches durch das Kochen frei von Antifermenten ist. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Man bringt | cem der zu priifenden Pepsinlésung in das erste und 
zweite Réhrchen einer Reihe, welche (mit Ausnahme des ersten Réhr- 
chens) je 1 ccm einer 0,36 ° ,igen HCl enthaJt (entsprechend etwa px 1,6). 
Man vermischt den Inhalt des zweiten Rébrchens, pipettiert 1 cem in 
das dritte Réhrchen usw. bis zum 10. bis 20. Réhrchen, je nach dem 
Pepsingehalt. Hierdurch erreicht man auf einfache Weise,-daB (mit 
Ausnahme des ersten Réhrchens) praktisch in jedem Réhrchen bei 
fallenden Pepsinmengen das gleiche py ist. Hierauf fiigt man in jedes 
Réhrehen je leem der grobdispersen EiweiBlésung, vermischt, fullt 
den Inhalt rasch in das eine Réhrchen des Tyndallmeters, in das andere 
setzt man einen Vergleichsglasstab (Glasstibe werden auf Wunsch 


vom Verfasser geeicht) von gleichem Volumen (etwa 2 ccm), welcher 
beim Hindurchleuchten mit der Bogenlampe auch einen Tyndallkegel 
zeigt. Die Aziditat der einzelnen Mischungen entspricht fast genau 
der Gesamtaziditat vom normalen Magensaft. Man stellt die Spalt- 
éffnung auf 1 mm ein, wodurch im Glasstab ein Tyndallkegel von gleicher 
Schichtdicke erzeugt wird. Sodann wird die zum anderen R6hrehen 


' Diese Zeitschr. 83, 232, 1917; 99, 204, 1919; 102, 89, 1920. 
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(mit der Flissigkeit) gehérende Spaltéffnung so lange verandert, bis 
die beiden Gesichtsfelder gleich erscheinen. Die Schichtdicke des 
Tvndallkegels in der Flissigkeit kann an der entsprechenden Nonius- 
skala abgelesen werden. Besonders bei hohen Pepsinmengen setzt 
die Verdauung so rasch ein, daB der Nullpunkt des Versuchs nur in 
den letzten Réhrchen ablesbar ist, in den ersten Réhrchen aber nimmt 
die Intensitat des Tyndallkegels rapide ab. Nach Feststellung des 
Tyndallwertes vor der Bebriitung stellt man die Réhrchenreihen fiir 
1 Stunde in den Brutschrank und bestimmt dann abermals die Tyndall- 
werte der Reihe. 


Einstellung der Empfindlichkeitsgrenze fiir Pepsinlésungen. 

Bei der Priifung, ob sich unter den oben beschriebenen Versuchs- 
bedingungen die in den einzelnen Réhrchen befindlichen triiben Liweif- 
lésungen schon ohne Pepsin nach 1 Stunde Stehen im Brutschrank 
aufhellen, stellte es sich heraus, daB die vor und nach Bebriitung ge- 
fundenen Tyndallwerte 0,2 bis 0,5 mm, am haufigsten 0,3 mm, stets 
genau gleich waren. 

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob die Methode mit Pepsin- 
priparaten verschiedener Herkunft charakteristische Ausschlige gibt, 
wurden gréBere Versuchsserien mit solchen angesetzt. Es mégen einige 
typische Beispiele aus diesen Untersuchungen folgen. 

Die Pepsinpriparate wurden im Exsikkator aufbewahrt. Nachdem 
es sich zu Beginn der Untersuchungen ergab, daB verschiedene Pepsine 
in verschiedenen Konzentrationen stets zu proportionalen Ausschligen 
fiihren, sind alle spiteren Kontrollversuche mit 1° igen Pepsinlésungen 
ausgefiihrt worden. Man list 1g Pepsin in 100 cem 0,36°,ig. HCl 
und stellt, wie oben angegeben, die Verdiinnungsreihen her (TW. 





= yndallwert). 
3 Jahre altes Pepsin (Parke Davis). 

mm mm mm mg 
1 1 0,4 10,0 10 
2 1 0,4 17,5 5 
3 1 0,4 24,5 2,5 
4 1 0,4 24,0 1.25 
5 1 0,4 24,1 0,62 
6 1 0.4 22,5 0,32 
7 1 0,4 13,5 0,16 
8 1 0,4 3,5 0,08 
9 1 0,4 1,0 0,04 
10 1 0,4 0,8 0.02 
11 1 04 0,5 0.01 
12 1 0,4 0,4 0.005 
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Aus obiger Versuchsreihe ist ersichtlich, daB die im zehnten Rohrchen 


vorhandene Pepsinmenge (6,02 mg) gerade noch durch Verdopplung 
des T yndallwertes als Grenzwert eine Schwachung der Intensitat vom 
Tyndallkegel anzeigt. 0,02 mg Pepsin zeigt also in diesem Praparat 


noch einen deutlichen Ausschlag. 


Ein frisch erhaltenes Pepsinprdparat von Parke 
Ergebnis: 


Davis zeigte tolgendes 





orgleichs- “tr « : T ac Ste 
Nr. — TW. sofort pe egy 
mm mim mm 
1 1 0,4 5.5 
2 1 0,4 8.4 
3 1 0,4 12,1 
4 1 0.4 13.5 
5 1 0,4 13,2 
6 1 04 9.3 
| 1 0,4 6,7 
S 1 0.4 23 
g 1 0,4 1,1 , 
10 1 0.4 0,7 (0,08) 
11 l 0,4 0.5 
12 1 0,4 0,4 


Pepsin 


mg 


_ 


. ) 
0,62 
0.31 
0.16 
0,08 


em ro or 
to or 


yo 0,04 
(0,03) 002 
0.01 
0,005 


Hier liegt der Grenzwert nach Verdopplung des Anfangstyndall- 
wertes zwischen dem 9. und 10. Réhrchen, also entsprechend 0,03 mg. 


Mit Armour pepsin: 





Y 
Nr. Ve — h I'W. sofort I ye Sh \. Pepsin 
mm mm mm meg 
1 1 0.4 4.6 10 
2 1 0.4 10,0 5 
3 1 0,4 14,5 2.5 
4 1 0,4 16.0 1,25 
5 1 0,4 19,9 0,625 
6 1 0,4 11,2 0,312 
7 1 0,4 44 0,16 
8 1 0,4 1,8 0,08 
) 1 0,4 0,8 0,04 
10 1 0,4 05 0,02 
11 1 0,4 0.4 001 
12 1 0.4 0.4 0.005 


Auch bei diesem Pepsin ist eine ahnliche Empfindlichkeitsgrenze 


nachweisbar, wie bei dem Parke-Davis-Pepsin. 


Der 


Mittelwert 


von 


zahlreichen Bestimmungen mit diesen Fermentpraparaten liegt bei 
etwa 0,03 mg nahe den von M. Jakoby sowie E. Fuld und Levison 
angegebenen Werten. 
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Es war ohne weiteres anzunehmen, da bei fortgesetzter Reinigung 
von Pepsin ein Praparat zu erhalten ware, welches von den hemmenden 
Beimengungen befreit eine weitaus gréBere Empfindlichkeit zeigt. Ein 
solch hochwirksames Pepsin (kristallisiertes Pepsin) wurde von John 
H. Northrop in Princeton hergestellt. Ich méchte auch an dieser Stelle 
Herrn Prof. Dr. J. H. Northrop fiir die giitige Uberlassung einer Probe 
dieses Praparats meinen herzlichsten Dank aussprechen. 

Nach Northrops Angaben kann weniger als 0,001 mg (1 y) dieses 
Pepsins die Viskositaét der Gelatine herabsetzen. Nun wurde dieses 
Pepsin zum Versand mit Aceton gefdllt, und es soll hierbei etwa dir 
Haljte seiner Wirksamkeit eingebiipt haben. Es konnten ausgehend 
von je 100 mg Northrop-Pepsin, aufgelést in je 10 cem 0,36° ig. HCl 
fiinf Serien von Untersuchungen einigemal wiederholt und fast genau 
iibereinstimmend folgende Empfindlichkeitsgrenze festgestellt werden: 





Nr =" TW. sofort "anaes Pepsin 
mm mm mim mg 
1 1 0,3 3.7 10 
2 1 0.3 6.5 5 
3 l 0,3 11,5 2.5 
4 1 0,3 16,4 1,25 
5 1 0,3 17,1 0,625 
6 1 0.3 18.6 0.3125 
7 1 0,3 17,4 0,16 
s 1 0.3 15.6 0,08 
9 1 0,3 15,5 0,04 
10 1 0,3 12,3 0,02 
11 1 0,3 9.0 0.01 
12 1 0,3 3,0 0,005 
13 1 0,3 14 0,002 5 
14 1 0.3 0.6 0,001 25 
1 1] 0.3 0.4 0,000 625 
16 1 03 0.3 0,000 31 


Obige Versuchsreihe zeigt, daB das Northrop-Pepsin noch in einer 
Menge von 0,00125mg = 1,25 y einen deutlichen Abbau zeigt. Be- 
riicksichtigt man die Angabe Northrops, wonach das Praparat durch 
die Acetonbehandlung etwa die Halfte seiner Wirksamkeit eingebiiBt 
hat, so ist nach der oben beschriebenen Methode die Empfindlichkeits- 
grenze fiir das bisher bekannte reinste Pepsin nach Northrop bei 
0,000625 mg = 0,625 y. Wenn man die Pepsinverdiinnungsreihe ohne 
EiweiBsubstrat fiir 1 Stunde in den Brutschrank stellt, nachher die 
EiweiBlésung hinzufiigt und abermals 1 Stunde bebriitet, so geht die 
Halfte der Wirksamkeit verloren. 

Die tyndallmetrisch untersuchten Reihen kénnen auch noch 
daraufhin gepriift werden, wie weit die fallenden einzelnen Pepsin- 








m 
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mengen das Eiweifsubstrat angegriffen haben, Gravimetrisch wurde jeweils 
festgestellt, daB die grobdispersen EiweiBlésungen pro Kubikzentimeter 
etwa 15 mg koagulierbares Eiweif enthielten. Fiigt man in jedes Réhrchen 
nach der Verdauung 0,5 ccm einer 25°,igen Sulfosalicylsiurelésung, 
kocht auf und filtriert hei®, so kann man konstatieren, daB in den 
ersten Réhrchen fast keine oder nur eine geringfiigige EiweiBfallung 
auftritt, in den weiteren R6éhrchen im Filtrat (nach dem Abkiihlen) 
die Albumosen sich abscheiden, in den letzten Réhrchen aber nur noch 
unverandertes EiweiB zu finden ist. 

Die Abnahme der Intensitét vom T yndallkegel geht demnach parallel 
mit der Verdauung. 


Anwendung der Methode fiir Magensaftuntersuchungen. 


Die tyndallmetrische Pepsinbestimmungsmethode laBt sich so 
einfach und rasch durchfiihren, daB man in wenigen Stunden ganze 
Serien von Pepsinbestimmungen machen kann. Man filtriert den 
Magensaft durch ein kleines Filter, stellt von 1 ccm des Filtrats in 
0,36°,ig. HCl eine Verdiinnungsreihe her, fiigt in jedes Réhrchen 
Lcem der triiben Eiweislésung hinzu, bestimmt sofort in den letzten 
Réhrehen den Anfangstyndallwert, stellt die Reihen auf 1 Stunde 
in den Brutschrank und bestimmt danach die Tyndallwerte der ganzen 
Reihe, z. B.: 

Bei einem Fall von Gastritis anacida konnten in den einzelnen Por- 
tionen der fraktionierten Magenausheberung folgende Werte erhalten 


werden: : wv : 
1. Portion: niichtern, 10,5 cem. 





Glasstab , TW. sofort TW. nach 1 Std. Pepsin 
Brutschrank 


mm mm mm ng 


0.001 25 
1 03 0.6 0.000 625 
1 0.3 0,4 
1 0.3 0.3 


Diese Portion enthalt pro Kubikzentimeter 0,00125 mg Pepsin und in 
10,5 cem = 0,013 mg. 
Alle Fraktionen ahnlich untersucht ergaben: 





Porti Magensaftmenge Pepsin 
ortionen 
eem mg 


Std. 0.012 
0,023 
. 0,031 
* 0.014 
0.042 
0.508 
1.066 
1.375 


Nachtern : 0,013 
: ‘ 


* 
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Bei einem anderen Falle (Uleus duodeni) war viel mehr Pepsin: 


1. Portion: niichtern, 7 cem. 





Glasstab TW. sofort gh rer did Pepsin 
mm mm mm mg 
0.16 
1 0,4 4.2 0,08 
l 0,4 5.3 0.04 
l 0.4 10,8 0,02 
l 0.4 12.5 0,01 
1 0.4 99 0,095 
1 0.4 7.8 0,092 5 
1 0.4 2.7 0,001 25 
l 0.4 1.0 0,000 625 * 
1 0,4 0,7 
1 0,4 05 
1 0.4 0.4 


* Man liest jeweils den niichsten hiheren Wert ab. 


leem der Niichternportion enthalt demnach 0,16mg und 7cem 
0,82 mg Pepsin. F 





Magensaftmenge Pepsin 


Portionen 
com mg 
Niichtern 7 0,820 
Ly Std. 11 1,764 
—_ 5 0,479 
eee 16 5,120 
l js 16 10,864 
1, 10 3,200 
1M, , 9 5,764 
1), ,, 14 4,478 
' 2 P 17 5,439 


In einer ganzen Reihe von Magensiften konnten auch mit der tyndall- 
metrischen Methode keine meBbaren Pepsinmengen nachgewiesen werden. 

Die Magensaéfte wurden jeweils méglichst rasch nach der Entnahme 
untersucht, da es sich auch bei diesen, ahnlich wie bei dem reinen Pepsin, 
zeigte, daB die Wirksamkeit derselben beim Stehen (sogar bei Zimmer- 
temperatur) in fortschreitender Abnahme begriffen ist. 

In seinen friiheren (eiweiBchemischen) Arbeiten hat Verfasser 
wiederholt den Standpunkt vertreten, daB bei der Proteolyse stets 
die ganze Reihe von Abbauprodukten (Albumosen, Peptone, niedere 
Peptide und Aminoséuren) auftritt und daB speziell bei der peptischen 
Verdauung wohl in der Hauptsache Albumosen und Peptone, aber 
auch, wenn auch weniger, niedere Peptide und Aminosduren ent- 


stehen. 
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Nachdem diese Ansicht nach Oppenheimer! als ,,widerlegt’ er- 
scheinen kénnte, mégen folgende Versuche zeigen, dal} dieses Problem 
noch keineswegs als geklairt zu betrachten ist. Es soll bei diesen Ver- 
suchen festgestellt werden, in welchem Grade Pepsin kolloid verteiltes 
EiweiB angreift und wieviel tiefere Bausteine bei diesem Vorgang 
entstehen. 

Man stellt sich, wie oben beschrieben, aus einer 1° igen Pepsin- 
losung eine Verdiinnungsreihe in 0,36 HCl her und fiigt in jedes 
Réhrchen 1 cem der EiweiBlésung. Zwei solche Versuchsserien werden 
angesetzt. Die eine wird sofort verarbeitet, die andere fiir 1 Stunde 
in den Brutschrank gestellt. Bei der ersten wird in der einen Reihe 
die HCl mit n/l10 NaOH (Phenolphthalein als Indikator) genau neu- 
tralisiert und in der anderen Reihe ohne Indikator mit den ent- 
sprechenden Laugemengen versetzt. Jedes Réhrchen erhalt tropfen- 
weise (unter Umschiitteln) so lange 90°,igen Alkohol, bis etwa die 
Menge von 20 cem erreicht ist. Nun wird im Wasserbad kurz 
aufgekocht, wobei Eiwei$, Albumosen und Peptone gefallt werden, 
in Glasschalen heif filtriert, einmal mit etwa 5 ccm siedendem 
Alkohol nachgespiilt und die Schaleninhalte unter Zugabe von 
0,5 cem 1°,iger Ninhydrinlésung auf dem Wasserbad eingedampft. 
Sobald der letzte Rest verdunstet ist, fiigt man sofort eine kleine 
Portion 90°,igen Alkohols hinzu, lést damit einen Teil des Riick- 
standes auf, gieBt in einen MeBzylinder um und _ wiederholt dies 
so lange, bis der Alkohol farblos abflieBt. Die vereinigten Ex- 
trakte werden bis 20 bis 50 cem aufgefiillt, vermischt, filtriert und 
kolorimetriert. Als Vergleichslésung dient eine in folgender Weise 
hergestellte Glykokollésung: 1 cem 1 mg einer 0,1°,igen Glykokoll- 
losung + 15 cem Alkohol (90 °,ig) + 0,5 eem 1°, iger Ninhydrin- 
lésung werden auf dem Wasserbad eingetrocknet, die Riickstande 
dann sofort mit kleinen Portionen 90°,igen Alkohols extrahiert und 
bis 100 cem aufgefiillt?. 

Je nachdem die unbekannte Aminosiurenmenge in 20 bis 50 ccm 
Alkohol aufgenommen wird, mu8B bei der Berechnung der Kolorimeter- 
werte 0,2 bis 0,5 mg (entsprechend 20 bis 50 ccm der Vergleichslésung) in 
Rechnung gezogen werden. Man liest bei verschiedenen Schichtdicken 


(2.5, 5, 10, 15 und 20mm) ab. Wenn a Schichtdicke der bekannten 
Lésung. 6 Schichtdicke der unbekannten Lésung, so ist 2 die un- 
bekannte Aminoséurenmenge, ausgedriickt in Milligramm Glykokoll. 
z 3.28 . ‘ 

X b in der verarbeiteten Menge. 


Dieser Wert wird dann jeweils auf 100 cem umgerechnet. 


1 Die Fermente 2, 840 u. 941, 1926. 
2 Miinch. med. Wochenschr. Nr. 27, 1914. 
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Versuch mit Parke Davis- Pepsin. 





Pepsin + Eiweifs 


Nr. Pepsin + Eiwei sofort nach 1 Std. Brutschrank 
mg Aminosiuren mg Aminosduren 
1 40 (40)* 120 (120)** 
2 25 (50) Mittel: 46 mg-°), 75 (150) 
3 12 (48) 70 (280) = Mittel: 475 mg-®/, 
4 Spuren 80 (640) 
5 Spuren 40 (649) 
6 neg. 20 (640) 
7 neg. 10 (649) 
| neg. 5 (640) 
9 neg. Spuren 
10 neg. Spuven 


* Eingeklammert sind die auf den unverdiinnten Magensaft umgerechneten Werte. 
“* Deutliche Hemmung wie bei der Tyndallmetrie in den ersten drei Réhrchen. 


Die Differenz der beiden Mittelwerte ergibt den Abbau von rund 
430 mg-°,. 

Ebenso wurden Abbauversuche mit pepsinfreien und _pepsin- 
haltigen Magensaften ausgefiihrt. Als Substrat wurde folgendes Eiweib- 
praparat in Merigen von je 10 mg in jedes Réhrchen gebracht: frisches 
EiereiweiB wird unter Umriihren tropfenweise mit 90°,igem Alkohol 
versetzt, das Koagulum mit Alkohol, dann mit Ather nachgewaschen. 
Nach dem Absaugen des Athers wird der Niederschlag so lange mit 
Wasser gekocht, bis das filtrierte Kochwasser keine Ninhydrinreaktion 
mehr gibt. Dann wird im Vakuum getrocknet und fein pulverisiert. 
Das Praparat soll ohne Pepsin, nur mit HCl angesetzt, héchstens Spuren 
von Aminosauren enthalten. 

Bei einem Fall von Gastritis alcoholica (Ges. Acid. 6, freie HCl neg., 
Pepsin neg.) wurden folgende Versuchsreihen angesetzt: I. Reihe: das erste 
Roéhrchen erhalt 1 com Magensaft, das zweite Réhrchen 1 com Magensaft 
+ 1leem 9,18°,ig. HCl, alle anderen Réhrchen je l1cem 0,18°,ig. HCl. Man 
pipettiert vom zweiten Réhrchen nach dem Vermischen 1 ccm in das dritte 
Réhrchen, bis das zehnte Réhrchen erreicht ist. Die Il. Reihe ebenso, 
nur noch in jedes Réhrehen 10 mg vom obigen EiereiweiB. Beide Reihen 
werden doppelt bereitgestellt und 1 Stunde im Brutschrank belassen. 
Danach wird die eine Reihe mit Indikator und die andere ohne denselben 
neutralisiert und in letzterer nach Alkoholfallung die Aminoséuren- 
bestimmung ausgefiihrt. 





Nr Magensaft Magensaft + Eiweif 

aay mg Aminosiuren mg Aminos&uren 

1 50 (50) 60 (60) 

2 20 (40) 30 (60) 

3 Spuren (Mittel: 45 mg-°/)) 15 (60) Mittel: 59 mg-° 
4 Spuren 7 (56) 

5 neg. Spuren 

6 neg. Spuren 


Die Differenz der Mittelwerte betragt nur 14 mg-°, also praktisch 
kein Abbau. 
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Bei einem Fall von Uleus duodeni (Ges. Acid. 44, freie H Cl 36, Pepsin 


pos. ). 





Nr. Magensaft Magensaft + Eiweil 
mg Aminos&uren mg Aminosduren 

1 40 (40) 160 (160) 

2 20 (40) 110 (220) 

3 Spuren Mittel: 40 80 (320) Mittel: 291 
4 Spuren 40 (320) 

5 neg. 20 (320) 

6 neg. Spuren 


Differenz der Mittelwerte rund 250 mg. 


Obige Versuche zeigen, daB der Magensaft schon allein nach Aus- 
fallung (mit Alkohol) von EiweiB, Albumosen und Peptonen ninhydrin- 
positive Abbauprodukte enthalt, und zwar in einer proportionalen 
GréBenordnung. Wenn im Magensaft Pepsin vorhanden ist, treten 
solche Kérper in betrachtlicher Menge auf. Anfangs sieht man im Abbau 
eine Hemmung (bei allen bisherigen zahlreichen, auch tyndallmetrischen 
Versuchen fast ausnahmslos auftretend), welche spater verschwindet. 

Diese Versuche boten auch reichlich Gelegenheit, die Brauch- 
barkeit der oben beschriebenen kolorimetrischen Aminosaurenbestim- 
mungsmethode zu erproben. Wenn die Ansicht, daB bei der peptischen 
Verdauung nur peptonartige und nicht auch tiefere Bausteine ent- 
stehen, richtig ware, diirften wir nach der Bebriitung in den alkoholischen 
Filtraten keine Unterschiede in den Mengen der ninhydrinpositiven 
Stoffe finden. Durch die Untersuchung der einzelnen Verdiinnungen 
kann man sich von einer Proportionalitat der Abbauproduktenmengen 
iiberzeugen. Pepsinwirkung und Zunahme von niederen Abbauprodukten 
gehen demnach parallel. 

Die tyndallmetrische Pepsinbestimmungsmethode erméglicht den 
Nachweis schwacher Pepsinwirkungen. Dadurch, daB man mit kleinen 
Mengen einfach und rasch ganze Serienbestimmungen durchfiihren 
kann, sind neue Wege der Pepsinforschung eréffnet. Es sind auch 
Versuche im Gange, welche auf ahnlicher Grundlage zur Ausarbeitung 
von neuen Trypsin. und Lipasebestimmungsmethoden fiihren sollen. 


Beitrige zur Methodik von quantitativen Bilirubinbestimmungen. 


Von 


E. Herzfeld. 


{Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Universitats- 


klinik Ziirich.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1932.) 


Hijman’s van den Bergh hat zuerst den Nachweis erbracht, dab 
das Bilirubin zu den normalen Blutbestandteilen gehért. 

Er hat die von Paul Ehrlich? gefundene Kupplungsreaktion mit 
diazotierter Sulfanilsiure zum Nachweis und zur quantitativen Schatzung 
des Bilirubins fiir klinische Zwecke eingefiihrt. Weiterhin konnte er zeigen, 
da8 das Serum von Kranken mit mechanischem Stauungsikterus (ebenso 
wie frische Blasengalle) nach wenigen Sekunden reagiert, und nannte dies 
direkte Reaktion. Dagegen tritt eine Rotfarbung im Serum von Normalen 
oder Kranken mit haimolytischem Ikterus, perniziéser Andmie, Vitien mit 
Stauungsleber-, Schrumpfniere, verz6gert oder iiberhaupt nicht auf: 
indirekte Reaktion. Die durch Alkoholfallung erhaltenen Serumfiltrate 
zeigen in beiden Fallen gleich prompte Reaktionen. 

Verfasser hat mit Hilfe der Biliverdinreaktion eine spektrophoto- 
metrische Bilirubinbestimmungsmethode* und spater mit derselben 
Reaktion eine einfache Verdiinnungsmethode ausgearbeitet*. Die Be- 
stimmungen mit dieser letzteren Methode, welche an einer Reihe von 
Kliniken Anwendung findet, ergeben héhere Bilirubinwerte als die 
nach Hijman’s van den Bergh®. 


..Der Gallenfarbstoff im Blut‘. Leipzig 1918. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 29. 

Ebendaselbst 77, H. 4, 1912. 

Arch. f. klin. Med. 189, 1922. 

Siehe auch EZ. Herzfeld u. A. Haemmerli, Schweiz. med. Wochenschr. 
Nr. 6, 1924 und Nr. 7, 1925; ferner Frigyér, Klin. Wochenschr. 12, 532. 
1923; Smoira, ebendaselbst 30, 1923. In Abderhaldens Handbuch der 
biologischen Arbeitsmethoden nimmt G. Lepehne (Abt. IV, Teil 6, 2. Halfte. 
H. 1, 1027, 1926) Stellung zu den verschiedenen Bilirubinbestimmungs- 
methoden und kommt zu dem Schlu8, daB die vom Verfasser angegebene 
Methode klinisch richtige Werte gibt (siehe auch Magena, Lancet 1, 1187 

1189, 1929). 
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Beim Studium der gewaltigen Literatur tiber das Blutbilirubin 
zeigt es sich, da weder iiber die Natur des im Serum auftretenden 
Bilirubins, noch iiber die Bestimmungsmethodik desselben eine Uberein- 
stimmung herrscht. Verfasser méchte mit folgenden Untersuchungen 
einen Beitrag liefern, welcher geeignet sein diirfte, die schwebenden 
Probleme von einer anderen Seite zu beleuchten. 

Die erste Frage war: Welche Bilirubinwerte erhalt man mit der 
eigenen und der von Hijman’s van den Bergh angegebenen Methodik, 
mit und ohne EiweiB. Um den EiweiBfehler véllig auszuschalten, 
wurden von frischer Galle Verdiinnungsreihen hergestellt und wie folgt 
quantitativ bestimmt. 


Erste Verdiinnungsreihe, nach eigener Methode. 

In einem weiben Gestell erhalt das erste Réhrchen 1 ccm native 
Galle, das zweite 1 ccm native Galle + 1 cem Wasser, alle anderen 
Réhrchen 1 cem Wasser. Man vermischt den Inhalt des zweiten 
Roéhrchens, pipettiert davon | ccm in das dritte usw., bis die Mischung 
farblos erscheint. Daneben wird noch eine zweite Verdiinnungsreihe 
in gleicher Weise hergestellt, nur wird von einer Mischung von |] ccm 
Galle + 2cem Wasser ausgegangen. In das erste Réhrchen bringt 
man 2 Tropfen einer frisch hergestellten Hammarsten-Lésung (Stamm- 
lésung: 10 ccm konzentrierte Salpetersiure + 90 ccm konzentrierte 
Salzsiure; die Mischung ist haltbar; hiervon fiigt man 0,5cem zu 
10 cem Alkohol; jedesmal frisch herstellen). In alle anderen Réhrchen 
fiigt man je 1 Tropfen zu, in der Weise, daB der Tropfen direkt in die 
Fliissigkeit fallt. 

Beispiel. 

Hellgelb-braune Galle, wie oben beschrieben verdiinnt, zeigt in der 
ersten Reihe im zehnten Réhrchen eine sehr schwache, im neunten Réhrehen 
aber starke Griinfirbung. Der Endpunkt der Reaktion liegt demnach 
zwischen dem neunten und zehnten Réhrchen. Nachdem die Empfindlich- 
keitsgrenze mit reinem Bilirubin bei 0,016 mg liegt, entspricht dies einer 
Menge von 6 mg in | ccm Galle = 600 mg-°,. In der zweiten Verdiinnungs- 
reihe hatte das achte Réhrchen die letzte deutliche Griinfarbung. Dies 
entspricht einer Menge von 2mg, nachdem die Galle dreifach verdiinnt 
ist 6 mg, oder ebenfalls 600 mg-°,. 


Zweite Verdiinnungsreihe in Wasser, zur direkten Bilirubinbestimmung nach 
Hijman’s van den Bergh. 

Das erste Réhrchen enthalt 1 cem Galle + 2ccm Wasser, das 
zweite — 1 cem Galle + 5ccm Wasser, alle iibrigen Réhrchen haben 
3ccm Wasser. Man vermischt den Inhalt des zweiten Réhrchens, 
pipettiert davon 3ccm in das dritte usw. bis die Mischung farblos 
wird. Mit jedem Réhrchen der Reihe wird die Hijman’s van den Bergh- 
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Reaktion ausgefiihrt, indem je 1 ccm Kupplungsreagens zugefiigt wird. 
(Kupplungsreagens: 1. Sulfanilsiurelésung bestehend aus 1 g Sulfanil- 
saure + 15 ccm konzentrierte HC] + H,O zu 1 Liter; 2. 0,5°, NaN O,- 
Lésung; 25 ccm Lésung 1. + 0,75 cem Lésung 2., unter Abkihlung 
gemischt). Nach 10 Minuten wird jedes Réhrehen kolorimetriert. Als 
Vergleichslésung dient eine, auf die atherische Eisenrhodanidlésung 


eingestellte Kobaltsulfatlésung. 


Beispiel. 





Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 


Rohreher , 
: : der zu prifenden Lisung sulfatvergleichslisung . 
mg-° 9 


1 Rotbraune Fallung, nicht vergleichbar 

2 Dunkelviolett, trib, , 

3 is ” ss 

4 * : . * 

5 in " ‘ ‘ 

6 5mm 60 mm 768 
7 z= oS 768 
t a 14 . 717 
9 as 55 . 563 
10 -. a 614 
11 o ie . 614 
12 Spuren, nicht vergleichbar 


Beispiel einer Berechnung. 


Nachdem die Vergleichslésung einer Bilirubinmenge von 0,5 mg-°,, 
entspricht und die zu priifende Lésung die unbekannte Bilirubinmenge 
in 4ecm (1 cem Galle + 2 cem Wasser + 1 com Kupplungsreagens) enthalt, 
mu8 eine Bilirubinmenge von ebenfalls 4ccm = 0,02 mg Bilirubin der 
Vergleichslésung in Rechnung gezogen werden: 

5:60 = 0,02: > 

60 . 0,02 
Xx = 


0 


im sechsten Réhrchen 0,24 mg Bilirubin 


. fiinften ‘6 0,48 ,, * 
vierten os 0,96 ., 
dritten ‘a 1,92 ., ee 
zweiten - 3,84 ,, 
+ ersten i 7,68 ,, sel oder 768 mg in 100 cem Galle. 


Dritte Verdiinnungsreihe nach Ausfillung von Eiwei8 mit Alkohol zur 
Hijman’s van den Bergh-Bilirubinbestimmung. 


2cem Galle werden in einem 10-ccm-MeBzylinder tropfenweise 
unter Schiitteln mit einem Bicarbonatalkohol (0,6 g NaHCO, + 3g 
NaCl in 1 Liter 70°,igem Alkohol gelést) versetzt, bis 6 ccm erreicht 
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sind, sodann wird in ein Zentrifugierréhrchen umgegossen und zentri- 
fugiert. Von der iiberstehenden klaren Fliissigkeit werden 2 ccm in 
das erste und zweite Réhrchen der Reihe gebracht. Vom zweiten 
{6hrehen an bringt man sodann in jedes Réhrchen je 2 cem Alkohol, 
vermischt den Inhalt des zweiten Réhrchens, pipettiert 2 ccm in das 
dritte usw., bis die Mischung farblos wird. In jedes Réhrchen fiigt 
man hierauf 0,5 cem des frisch hergestellten Kupplungsreagens, sowie 
l1eem Alkohol, vermischt und kolorimetriert nach 10 Minuten. Als 
Vergleichslésung dient auch hier die auf atherische Eisenrhodanid- 
lésung eingestellte Kobaltsulfatlésung. 





Rébrehen Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 
der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung —— 
1 Rotbraune Fallung, nicht vergleichbar 
9 
3 . 
4 2 = 2 i 

5 5mm 69 mm 501,4 
6 3 30 ‘ 591.4 
7 S « B.. « 403,2 
8 Rites 6 ne 43,2 
9 e «6 . 403,2 
10 o « SS 403,2 


Auch hier muB die Bilirubinmenge von 3,5 cem der Vergleichs- 
lésung = 0,0175 mg in Rechnung gezogen werden, nachdem die un- 
bekannte Bilirubinmenge in 3,5 ccm enthalten ist; ferner muB beriick- 
sichtigt werden, daB von 2ccm Galle, welche in 6 ccm alkoholischer 


Mischung enthalten sind, nur der dritte Teil, d.h. 2cem = rund 
0,67 cem Galle verarbeitet worden sind. 
5:60 = 0.0175: NX 
60 . 0.0175 i ; 
J ts = 0,21 mg Bilirubin, 
o 
welche in 0,67 cem Galle enthalten sind. 
0,21: 0,67 = X: 100 
‘ 100 . 0,21 os — 
X = 31,34 mg Bilirubin in 100 cem. 


0.67 


Die Umrechnung auf 100 cem Galle ergibt: 


im vierten Réhrchen = 62,6 mg-°, Bilirubin 
» dritten va 125,4_ ,, ” 
» zweiten % 250,7 o” 


. ersten oe = §01,4 ,, 
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Obige drei Versuchsreihen zeigen, daB die Bilirubinbestimmungen 
Werte in fast gleicher GréBenordnung geben. Nimmt man den Mittel- 
wert der beiden Serien nach der Hijman’s van den Bergh-Methode, 
so liegt das erhaltene Resultat um 600 mg, also in der Nahe des nach 
eigener Methode gefundenen Wertes. Derartige vergleichende Unter- 
suchungen wurden mit verschiedenen Gallen ausgefiihrt und ahnliche 
Ausschlage gefunden. Interessant war eine sehr dunkel gefarbte Galle, 
in welcher ein Teil des Bilirubins schon in Biliverdin umgewandelt war. 
Hier ergab die eigene Methode einen héheren Wert als die nach Hijman’s 
van den Bergh, wahrscheinlich deshalb, weil das Biliverdin keine Azo- 
bilirubinreaktion gibt. 

Um zu sehen, welchen EinfluB8 die SerumeiweiBkérper auf das in 
der Galle befindliche Bilirubin haben, wurden verschiedene Mischungen 
von Serum und Galle nach der oben geschilderten Methodik untersucht. 


5cem Galle + 5cem Serum. 
Erste Verdiinnungsrethe, nach eigener Methode 425 mg-°, Bilirubin. 
Zweite Verdiinnungsreihe (direkt) nach Hijman’s van den Bergh. 





Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 


? . > 
Robrehen der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung 


mg-° 


1 Flockige Abscheidung, trib, nicht vergleichbar 

2 of. = - - 

3 Dunkel, trib, nicht vergleichbar 

4 Dunkel, nicht vergleichbar 

5 2 - “ 

6 5mm 35 mm 448 

7 OS <4 17,5 , 448 

8 5 e a3 410 

i) 5 . -« 410 
10 - = x 410 

‘ 11 Spuren, nicht vergleichbar 


Dritte Verdiinnungsrethe (nach Ausfallung von Eiwei8B mit Alkohol) 
nach Hijman’s van den Bergh. 





Ribrchen Schichtdicke Schichtdicke der Kobait- Bilirubin 
— der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung wnied 
g- 


1 Dunkel, trib, nicht vergleichbar 

9 

: Dunkel, nicht vergleichbar 

4 ‘ " S 

5 5mm 38 mm 320 
6 iT ey 282 
7 > oe ~ 269 
8 5 , oe , 269 
9 i 2 269 


10 Spuren, nicht vergleichbar 
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2ccm Galle + 8 com Serum. 
Erste Verdiinnungsreihe, nach eigener Methode = 300 mg-°,, Bilirubin. 
Zweite Verdiinnungsreithe (direkt) nach Hijman’s van den Bergh. 





Réhrehen Schichtdicke — Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 

der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung mg-° 9 

1 Dunkel, nicht vergleichbar 

9 
4 = ‘ ne 

5 5mm 25 mm 160 
6 = 12,5 , 160 
7 . « 6 5 154 
8 e Ne 3 iE 154 
9 wis LD 154 

10 Spuren, nicht vergleichbar 


Dritte Verdiinnungsreihe (nach Ausfallung von EiweiB mit Alkohol) 
nach Hijman’s van den Bergh. 





Rébrehen Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 
der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung mg-°/5 

1 Dunkel, nicht vergleichbar 
9 
3 a * . 
4 5mm 40 mm 168 
5 -_ ms 135 
6 | rig 135 
7 Ben 4, 135 
8 D os 135 
9 Spuren, nicht vergleichbar 


0,2 com Galle +- 9,8 com Serum. 
Erste Verdiinnungsreihe, nach eigener Methode 65 mg-°,, Bilirubin. 
Zweite Verdiinnungsreihe (direkt) nach Hijman’s van den Bergh. 





Rihrehen Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 
der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslésung mg-°/» 

1 5mm 60 mm 24 
2 Dw = 20 
3 ae in 19,2 
+ —_ 6 5 19,2 
5 D44 25 . 16 
6 Spuren, nicht vergleichbar 


Dritte Verdiinnungsreihe (nach Ausfallung von Eiwei8 mit Alkohol) 
nach Hijman’s van den Bergh. 





Réhrchen Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirabin 
der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung mg-' 
1 5 mm 70 mm 37 
2 w »  . 32 
3 aa i lf 29 
4 se vy 29 
5 es 85 , 29 


6 Spuren, nicht vergleichbar 
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Diese Versuchsergebnisse zeigen, daB aus Mischungen von Galle 
mit Serum nach der Methode von Hijman’s van den Bergh um so weniger 
vom Bilirubin zu finden ist, in je mehr Serum die Galle gelést ist. In 
der Mischung von 5ccm Galle mit 5cem Serum kann das Bilirubin 
nach beiden Methoden praktisch in der gleichen GréBenordnung wieder- 
gefunden werden. Einen deutlichen Verlust an Bilirubin findet man 
nach der Ausfallung der SerumeiweiBkérper mit Alkohol. Je griBer 
die SerumeiweiBmenge im Verhaltnis zur Galle ist, um so weniger 
erhilt man nach der Hijman’s van den Bergh-, gegeniiber der eigenen 
Methode; so bei 2cem Galle + 8cem Serum, von 300 mg-°, nach 
eigener Methode, nur etwa die Halfte nach Hijman’s van den 
Bergh, und noch weniger — etwa den dritten Teil — bei einer 
Mischung von 0,2 cem Galle + 9,8 cem Serum. Es ist also eine 
deutliche Wirkung von Serumbestandteilen auf Gallenbilirubin nach- 
weisbar. Ob diese Wirkung nur den SerumeiweiBkérpern oder 
auch anderen Serumbestandteilen zuzuschreiben ist, ist noch nicht 
entschieden. 

Wie weit auch andere EiweiBkérper, wie z. B. Eiereiweif, auf das 
Bilirubin der Galle bei den oben beschriebenen Bestimmungen ein- 
wirkt, sollte folgender Versuch zeigen: 

Es wurde in etwa 10 ccm natives EiereiweiB 0,5 cem Galle pipettiert. 
Beim vorsichtigen Vermischen mit einem Glasstab konnten die beiden 
Lésungen nicht homogenisiert werden. Das farblose schleimige Eier- 
eiweiB nahm die gelben Gallenschlieren nicht auf. Erst nach Zugabe 
von einigen Kérnchen Natr. bic. konnte man aus der homogenen Lésung 
die Verdiinnungsreihen herstellen. 


Galle + EFiweif nat. 
Erste Verdiinnungsreihe, nach eigener Methode = 67 mg-°,, Bilirubin. 
Zweite Verdiinnungsreihe (direkt) nach Hijman’s van den Bergh. 





Rebrelien Schichtdicke _ Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 
der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslésung mg-9/o 
1 Ausscheidung, nicht vergleichbar 
2 . e ° 
8 5mm 30 mm 64 
4 = ” 64 
5 — 10... 64 
6 ws a 64 
i Ss ae 51,2 
8 Spuren, nicht vergleichbar 
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Dritte Verdiinnungsreihe (nach Ausfillung des EiweiBes mit Alkohol) 
nach Hijman’s van den Bergh. 





Rvbrehen Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 

der zu prifenden Lisung sulfatvergleichslisung mg- 
1 5mm 120 mm 62,7 
2 5 ae 52,2 
3 5 25 > 52,2 
4 iy 10 o 41.6 
5 Ss 4 ‘ 33,6 
6 S y 3. aa 26.6 
7 Spuren, nicht vergleichbar 


EiereiweiB scheint bei der Ausfiihrung der direkten Hijman’s van den 
Bergh-Reaktion nicht zu stéren. Nach Ausfaillung von Eiereiwei8 mit 
Alkohol dagegen bleibt auch hier ein Teil vom Bilirubin am Eiwei8nieder- 
schlag. 

Die beschriebene Methodik wurde schlieBlich fiir die Pilirubin- 
bestimmung verschiedener Blutsera angewandt. Die Bestimmungen wurden 
jeweils sowohl mit der eigenen Methode wie auch nach der Methode von 
Hijman’s van den Bergh, ahnlich wie bei den Gallen, ausgefiihrt. 


Serum eines abklingenden Icterus catarrhalis. 


Erste Verdiinnungsrethe, nach eigener Methode 18,7 mg-°,, Bilirubin, 
Zweite Verdiinnungsreihe (direkt) nach Hijman’s van den Bergh. 





Réhrehen Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 
p der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung mg-°/9 
5mm 5mm 2 
2 Se 25 . 2 
3 Nicht vergleichbar 


Dritte Verdiinnungsrethe (nach Ausfallung von Eiwei8B mit Alkohol) 
nach Hijman’s van den Bergh. 





Schichtdicke Schichtdicke der Kobalt- Bilirubin 


Rohrehen der zu priifenden Lisung sulfatvergleichslisung mg-/¢ 
1 5mm 10 mm 5,2 
2 ths eS. « 5,2 
3 ws S53. x 5,2 


Bei diesem Blutserum ergab sich nach der Methode von Hijman’s 
van den Bergh (direkt) rund der zehnte Teil des nach eigener Methode 
gefundenen Wertes. Nach Ausfallung der SerumeiweiSkérper mit Alkohol 
resultiert aber rund der vierte Teil. 
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In der gleichen Weise wurde eine Reihe von Blutsera untersucht. 
Die erhaltenen Resultate sind in folgender Tabelle (50 Falle) zusammen- 


E. Herzfeld: 








gefaBt: 
Kigene Methode Hijman’s van den Bergh 
an seseonynygy direkt nach Alkoholfallung 
mg-° 9 
1 6,25 Nicht vergleichbar 1,5 
2 6,25 j m 1,9 
3 6,25 ‘ 1,5 
4 6,25 e . 1.3 
5 6,25 " 3 Nicht vergleichbar 
6 9,3 2 ; 1,6 
7 9,3 ” 1,6 
8 9,3 “ 1,0 
9 9,3 ‘ . 1,4 
10 9,3 a 3.6 
11 9,3 ‘ - 2.6 
12 9,3 1,2 2.6 
13 9,3 2.4 2,8 
14 9,3 2,0 2.6 
15 9,3 2,0 2.8 
16 9,3 1,8 2.4 
17 9,3 1,6 3,1 
18 9,3 0,6 1,6 
19 9,3 2,8 2.0 
20 9,3 2.4 1,1 
21 9,3 2.4 1,3 
22 12,5 Nicht vergleichbar 1,6 
23 12,5 . a 1,1 
24 12,5 e . 2,8 
25 12,5 “ 14 
26 12,5 1,2 3,0 
27 12,5 1,2 1,5 
28 12,5 3 3,8 
29 12,5 45 6,8 
30 18,7 1,8 6,2 
31 18,7 3,2 31 
32 18,7 4,0 7,8 
33 18,7 3,6 2,6 
34 18,7 3,2 3,0 
35 18,7 48 3,7 
36 18,7 3,0 1,8 
37 18,7 3,0 1,9 
38 18,7 0,8 1,6 
3g 18,7 3,2 3,1 
40 18,7 4.0 4,1 
41 18,7 6.4 4.1 
42 18,7 48 4,1 
43 18,7 0,8 27 
44 25 6,4 10 
45 25 6,3 16,6 
46 25 12 9,3 
47 37,5 3,6 9.5 
48 37,5 21 18,2 
49 75 24 16,6 
50 75 28 39 
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Aus den Versuchen geht hervor: 

1. Bei Ausfiihrung der Hijman’s van den Bergh-Reaktion direkt 
im Serum treten haufig Farbungen auf, welche mit der Kobaltsulfat- 
vergleichslésung nicht vergleichbar sind. Bei den vergleichbaren Fallen 
konnten die verschiedenartigsten Werte festgestellt werden, so z. B. 
sind die Werte haufig zehnmal niedriger (entsprechend einigen Literatur- 
angaben), als die nach der eigenen Methode gefundenen; es sind aber 
auch solche, die den vierten, dritten Teil oder gar die Halfte ausmachen. 
Es scheint, als ob im Serum einmal gewisse Stoffe einen Teil vom 
Kupplungsreagens verbrauchen, ein anderes Mal von anderen Stoffen 
auftretende Farbungen die Azobilirubinféarbung verdecken und so einen 
kolorimetrischen Vergleich unmédglich machen. Derartige Méglich- 
keiten sind von verschiedenen Autoren erwogen worden. 

2. Bei den Hijman’s van den Bergh-Proben nach Alkoholfdllung 
ist vor allem festzustellen, daB in jedem Falle, ohne Ausnahme (auch 
Fall 5, bei welchem die Azobilirubinfarbung sehr schwach, aber deutlich 
erkennbar war), die typische mit Kobaltsulfat vergleichbare Azobili- 
rubinfarbung auftrat. Auch hier schwanken die Werte zwischen dem 
zehnten Teil bis etwa zur Halfte der nach eigener Methode gefundenen. 

Die Verschiedenheit der Hijman’s van den Bergh-Werte (direkt 
und nach Alkoholfallung) bei gleichen Werten nach eigener Methode 
diirfte vielleicht als Grundlage fiir die Ausarbeitung einer Methodik 
dienen, welche differentialdiagnostisch verwertbar ware. Weitere Unter- 
suchungen in dieser Richtung sind im Gange. 


26* 





Versuche iiber Eiweibabbau. LV. 


Von 


Otto Fiirth. 


Uber eine Mikrobestimmung des Alanins in Proteinen. 
Von 
Otto Fiirth, Rudolf Scholl und Heinz Herrmann. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitit.) 
(Eingegangen am 4. Juni 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einigen Jahren haben A.J. Kendall und Th. E. Friedemann' 
(Nordwestern University, Chicago) den Gehalt von Alaninlésungen 
durch Uberfiihrung dieser Aminosiure in Milchsiure vermittelst sal- 
petriger Saure quantitativ bestimmt. Zusatzversuche mit Fleisch- 
extrakt und Witte-Pepton ergaben die Brauchbarkeit dieser Methode 
fiir bakteriologische Zwecke (Analyse von Kulturfliissigkeiten). 15 Probe- 
analysen mit Mengen von 5 bis 9 mg ergaben Ausbeuten von 97 bis 98°, 
des theoretischen Wertes an Milchsaure. 

. Wir stellten uns nun die Aufgabe, diese Methode der Alanin- 
bestimmung in EiweiShydrolysaten dienstbar zu machen. DaB sie 
nicht ohne weiteres fiir diesen Zweck brauchbar sein konnte, lag auf 
der Hand: LaSt man salpetrige Saure auf ein EiweiBhydrolysat ein- 
wirken, so entstehen ja selbstverstandlicherweise neben Milchsiure 
eine groBe Anzahl anderer Oxysduren, welche die Milchsiurebestimmung 
teilweise stéren und unschadlich gemacht werden muBten. Wir haben 
uns das Problem dadurch vereinfacht, daB wir alle basischen Komple xe 
durch Phosphorwolframsaurefallung, die Dicarbonsduren aber durch 
Alkoholfdllung der Kalksalze nach Foreman von vornherein auszuschalten 
beschlossen. Im folgenden sei iiber unsere Bemiihungen, uns schritt- 
weise unserem Ziele zu nahern, berichtet. 


1 4.J. Kendall u. Th. E. Friedemann, J. of inf. Diseases 47, 171, 1930. 
Die Technik ist in dem Referat in Ronas Ber. 60, 371 ausfiihrlich angefiihrt. 
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A. Methodische Versuche. 
1. Milchsdurebestimmung. 

Fir die Bestimmung der aus dem Alanin unter Einwirkung sal- 
petriger Saure entstehenden Milchséiure diente uns die auf dem Prinzip 
von Firth und Charnass beruhende Mikromethode von Embden und 
Lehnartz', von deren hochgradiger Leistungsfahigkeit wir uns iiber- 
zeugen konnten. 


a) statt 0,4692 mg gefunden 0,4654 mg, Fehler — 0,8°%, 


| Oe i 0,3739 ,, » —0,4% 
c) ,» ©0,3690 ., ri 0.5601 ,, a — 0,5% 
ad} . 036s . ee 0.2801 ,, a -0,5% 


2. Bestimmung reinen Alanins. 


lcem einer 0,992°,igen Alaninlésung wurde nach dem Vorgang 
von Friedemann und Kendall in einem ' ,-Liter-MeBkolben auf 75 ccm 
verdiinnt und mit '/, cem konzentrierter Salzsiure versetzt. Der Meb- 
kolben wurde in ein siedendes Wasserbad gestellt, nunmehr wurden 
vermittelst einer mit einem Schraubenquetschhahn versehenen Pipette 
l5cem einer 2,5 %igen Natriumnitritlésung ganz langsam im Laufe 
von 20 Minuten einflieBen gelassen, dann ebenso langsam 15 cem einer 
7!/,° igen Harnstofflésung? (zur Beseitigung iiberschiissiger salpetriger 
Saure). Nach gutem Umschiitteln und Abkiihlen wurde auf 250 com 
aufgefillt und gemischt (davon 10 cem = 0,397 mg Alanin oder 0,401 mg 
Milchséure). Es wurden mit verschiedenen Ansatzen sechs Analysen 
durchgefiihrt ; davon die drei ersten nach Embden und Lehnartz, die drei 
letzten nach Friedemann-Kendall® mit Hilfe der Apparatur von Friede- 
mann, Cotonio und Shaffer’. Die Titration erfolgte mit n/200 Jodlésung. 
0,370 | 
0,370 | 
0,306 | 


a) gefunden 0,370 mg Alanin statt 0,401 mg, d.i. 92°, 


b) 0,308 | 0,307 ,, * » 0,320, di. 6% 
c) agp | 0,459 0,481 d. i. 36% 
0,459 |’ = e 4 ; ¥ o 
d) re 0,380 ys be s 62, ci. 2% 
e) ” 0,486 zs a » 22086.. 26:00% 
f) re 0,312 = -" + C24, 244.8% 


! Ausfiihrliche Beschreibung in Ronas Praktikum 2, 237—240, 1929. 

* Betreffend der Einwirkung von salpetriger Saéure auf Harnstoff 
vgl. Wiechowski in Neubauer-Hupperts Analyse des Harns 1910, 8. 551. 

3 Th. E. Friedemann u. A.J. Kendall, J. of biol. Chem. 82, 23, 1929. 

' Th. E. Friedemann, Margherita Cotonio u. Ph. A. Shaffer, eben- 
daselbst 73, 335, 1927. 
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3. Bestimmung reinen Leucins. 

Leucin geht durch Behandlung mit salpetriger Séure in die %-Oxy- 
sdure 9 CH—CH,—CH(OH)—COOH iiber. Falls die weitere 
Oxydation dieser Oxysiure mit Permanganat in schwefelsaurer Lésung 
in analoger Weise vor sich geht wie die Entstehung von Acetaldehyd 
aus Milchséiure, so mu, jedem Molekiil urspriinglich vorhandenen 
Leucins entsprechend, ein Molekiil Jsovaleraldehyd, (CH,),CH .CH, 
. CHO, entstehen, dessen Siedepunkt bei 92° liegt. Wenn dieser nun 
in titriertes schwefligsaures Salz iiberdestilliert wird, miiBte jedes Molekiil 
dieses Aldehyds (und eine analoge Betrachtung muBte fiir jeden aus 
einer g-Aminosiure durch salpetrige Saure und nachfolgende Per- 
manganatoxydation in schwefelsaurer Lésung entstandenen Aldehyd 
gelten) ein Molekiil Bisulfit binden. Bei der Jodometrie entsprechen 
aber (nach der Gleichung H,SO, + J, + H,O = H,SO, + 2 HJ) 
je einem Molekiil urspriinglich vorhandener Aminosaure je 2 Atome Jod. 

Wir priften nun die Annahme, ob sich die Vorgainge bei Behandlung 
von Leucin mit salpetriger Saure nach Friedemann und Kendall (s. oben) 
und (nach Beseitigung iiberschiissiger salpetriger Siure mit Harnstoff) 
bei Oxydation mit Permanganat ganz analog wie Alanin verhalten 
und gingen wie im Versuch 2 vor. 

Es wurden 10 cem einer 0,1104°,,igen Leucinlésung (entsprechend 
11 mg Leucin) wie oben mit salpetriger Saiure und Harnstoff nach 
Friedemann und Kendall behandelt, auf 250 ccm aufgefiillt, davon 
10 ccm (entsprechend 0,440 mg Leucin) mit Permanganat und Schwefel- 
siure destilliert und in Bisulfit aufgefangen. Die Titration ergab einen 
Verbrauch von 1,32cem n/200 Jod. leccm n/l Jod sollte 1), ccm 
m/l Leucin entsprechen oder 1 cem n/200 Jod 1eem m/400 Leucin 
= 0,327 mg Leucin, 1,32ccm n/200 Jod entsprechen 0,327 . 1,32 
= 0,432 mg Leucin: also gefunden 0,432 mg Leucin statt 0,440 mg, 
das ist 98,1°,, und bei einem weiteren Versuch 0,217 mg Leucin statt 
0,220 mg, das ist 98,7°%. 

Es ergab sich also fiir die Bestimmung reinen Leucins eine genaue 
Ubereinstimmung von Theorie und Praxis. 

Die Erwartung, daB nun auch Gemenge von Leucin und Alanin 
genaue jodometrische Werte geben wiirden, hat sich aber nicht erfiillt. 
So ergab ein derartiges Gemenge statt eines berechneten Verbrauches 
von 2,34ccm n/200 Jod nur Werte von 1,54, 1,95, 1,85, 1,50 ecm 
n/200 Jod, also erheblich weniger. 


4. Bestimmung von Alanin in einer auch Leucin enthaltenden Lésung. 


Wir sahen uns nun vor die Notwendigkeit gestellt, im Gange der 
Bestimmung den aus dem Alanin entstehenden Acetaldehyd von dem 
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aus dem Leucin entstehenden J/sovaleraldehyd zu trennen. Diese 
Trennung basierte auf der groBen Verschiedenheit der Siedepunkte 
dieser beiden Verbindungen (Acetaldehyd 21°, Isovaleraldehyd 92°). 
Wir bedienten uns hierzu eines Prinzips, das von Friedemann, Cotonio 
und Shaffer! zur Trennung leichtfliichtiger von schwerfliichtigen 
Substanzen benutzt worden ist. Dabei geht nur Acetaldehyd, nicht 
aber der héher siedende Isovaleraldehyvd iiber und wird in der Bisulfit- 
vorlage aufgefangen, der UberschuB von Bisulfit wird in iiblicher 
Weise mit Jod entfernt, dann durch Zusatz von alkalischem Natrium- 
biphosphat wie bei der Mikrobestimmung nach Hmbden und Lehnartz 
(l.c.) in Freiheit gesetzt und mit n,/200 Jodlésung titriert. 1 ccm 
n/200 Jod entspricht 0,223 mg Alanin. 


Leucin 0,330 mg, daneben: 


a) statt 0,200 mg Alanin gefunden 0,196 mg Alanin, d.i. 98°, 
b) » ‘Oe es = 99 0,205 ,, - d.i. 102%, 


Leucin 0,400 mg, daneben: 
c) statt 0,344 mg Alanin gefunden 0,357 mg Alanin, d.i. 104°, 
a ww» 848. os ” 0,398 ,, me d.i. 96% 
oo) w= Ghee s - *” 0,530. ,, os d.i. 103% 


5. Genauere Beschreibung des Vorganges. 

Die Trennung des Acetaldehyds von anderen bei der Oxydation 
mit KMnQO, aus Oxysiéuren entstandenen Aldehyden wurde auf fol- 
gende Weise durchgefiihrt : 

Nach Beendigung der Oxydation mit K MnO, in der Apparatur 
von Embden-Lehnartz wurde in iiblicher Weise der Uberschu8 von 
H,SQ, in der Vorlage mit J entfernt; hierauf wurde mit einigen Gramm 
festem Na,HPO, die aldehydschweflige Saure in Aldehyd und H,SO, 
zerlegt und wieder mit n/200 J bis zum ersten Blauton nach Starke- 
zusatz entfernt. Dann warde mit Acid. phosphor. puriss. Merci: an- 
gesiuert und das Kélbchen (a) an folgenden Apparat angeschlossen: 

Dieses Kélbchen (a) wird mit einem doppelt durchbohrten Gummi- 
stopfen verschlossen, durch dessen eine Offnung ein Glasrohr (6) zur 
Lufteinleitung und durch dessen andere Offnung der aufsteigende 
Kihler gefiihrt wird. Wir verwendeten einen Kiihler (c), bei dem eine 
besonders starke Kiihlung dadurch erzielt wird, da die aufsteigenden 


1 Friedemann, Cotonio u. Shaffer (J. of biol. Chem. 78, 354, 1927), 
..Many substances, especially hydroxyacids and sugars may yield bisulfite 
binding substances on oxydation. The reflux condensor reduces this effect 
by allowing only the more volatile products to be aerated over. This is 
true however only when the condensor is kept cool.** 


SE NEN 
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Gase in einem doppelwandigen Zylinder (d) abgeleitet werden, so daB 
das Kiihlwasser sowohl von auBen als auch von der Innenfliche des 
Zylinders her eine Erwarmung verhindern kann. Als Vorlage gebrauchten 
wir ein Erlenmeyer-Kélbchen von 100 ccm Fassungsraum (e), das mit 

einem doppelt durchbohrten Gummi- 

stopfen verschlossen ist und 10 ccm 
SS n/50 H,SO, enthalt. Durch die eine 
' Offnung fiihrt die Verbindung mit 
dem Kiihler, durch die andere ein 
Glasrohr, das sich zu einem Zylinder (/) 
ausweitet. Der Zylinder ist an seiner 
unteren Basis mit einer Siebplatte (7) 














abgeschlossen, auf der Glasperlen (h) 
liegen. Oben wird der Zylinder mit 
einer Saugpumpe verbunden. Saugt 
man, so wird die vorgelegte Bisulfit- 
lésung in den Zylinder getrieben, wo- 
. bei durch die Glasperlen eine még- 
lichst groBe Oberflache erzeugt wird. 
Das K6lbchen (a) wird durch ein 
Wasserbad konstant auf 40° erwarmt. 
Nachdem !/, Stunde destilliert wurde, 
wird die Saugpumpe abgeschaltet 
und die Glasperlenvorlage griindlich 
mit destilliertem Wasser durchge- 
waschen. Hierauf entfernt man in 
der im Kd6lbchen (e) enthaltenen 
Abb. 1. Fliissigkeit mit Jod die iiber- 

schiissige schweflige Saure, zerlegt 
mit Na,HPO, die aldehydschweflige Saiure und bestimmt in der 
iiblichen Weise mit Jod das nun titrierbar gewordene Bisulfit. 









































Um die Sicherheit zu haben, jede Fehlerquelle zu vermeiden, ist 
es nicht nur notwendig, n,églichst oft einen Leerversuch vorzunehmen, 
sondern der Apparat muB nach je zwei bis drei Bestimmungen durch- 
gedampft und peinlichst gereinigt werden. Es ist immer darauf zu achten, 
da8 das letzte Waschwasser kein bemerkbares Bindungsvermégen 
fiir n/200 Jod aufweist. 


‘ 


&. Verhalten von Glykokoll-Alaningemengen. 


In Analogie mit dem Verhalten des Alanins und des Leucins ware 
zu erwarten, daB die durch Einwirkung von salpetriger Siure aus dem 
Glykokoll entstehende Glykolsiure bei der Permanganatoxydation 
Formaldehyd liefert. In der Literatur vermochten wir diesbeziiglich 
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keine Angabe ausfindig zu machen. Es wird nur berichtet, daB bei der 
Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd aus Glykolsiure Glyoxylsaure, 
Formaldehyd, Ameisensiure und Kohlensiure entsteht (Fenton und 
Jones, Dakin), durch Salpetersiure aber Oxalséure?. 

Eine Reihe von Versuchen und von Literaturangaben hat uns 
iiber Folgendes unterrichtet: Die Bisulfitbindung durch Formaldehyd 
ist nur eine unvollstandige. Eine solche scheint in der Kalte gegen 
verdiinnte Natronlauge bestindig zu sein, beim Kochen allerdings 
gespalten zu werden®. Durch Dinatriumphosphat in der Kéilte wird sie 
nicht gespalten?, waihrend Additionsverbindungen anderer Aldehyde 
einer Spaltung unterliegen. Werden 2ccem n/1 Formaldehyd mit 
20 ccm n/10 Bisulfitlésung versetzt, geschiittelt, dann das ungebundene 
Bisulfit durch Jod beseitigt, so gelingt es nicht durch weiteren Zusatz 
von Natriumdiphosphat, weiteres Bisulfit in Freiheit zu setzen. 


Der giinstige Umstand, da die Bisulfitverbindung des Form- 
aldehyds (im Gegensatz zu derjenigen des Acetaldehyds) durch Natrium- 
phosphat in der Kalte nicht gespalten wird, hat es uns erméglicht, 
Alanin auch bei Gegenwart von Glykokoll genau zu bestimmen. 

Es wurde '/, ccm 1 °,ig. Alanin (0,005 g) mit 1/,cem 1 °,ig. Glykokoll 
(0,005 g) miteinander in einem MeBkolben gemischt, mit salpetriger 
Saure behandelt und auf 250 ccm aufgefiillt. 10 ccm des Gemenges 
enthielten 0,2 mg Alanin und Glykokoll: 


a) statt 0,200 mg Alanin gefunden 0,198 mg, d.i. 99%, 


b> .» 0,200 .,, ia - 0,309 ,, d.i. 103%, 
c) » 0,900 ,, - 0.19 , dai. 97% 
S . Gee * 0,230 ,, di. 96% 
e) ,, 0,300 ,, a - 07a. Gi. Br 


oO 


7. Bestimmung von Alanin in tyrosinhaltigen Lésungen. 

Aus dem Tyrosin miiBte erwartungsgemaB. bei Behandlung mit 
salpetriger Saure und nachfolgender Oxydation auf dem Wege iiber die 
p-Oxyphenylmilchsiure p-Oxyphenylacetaldehyd, C,H, (OH). CH, 
.CHO, entstehen. Es ist dies eine Substanz von einem sehr hohen 
Siedepunkt von 255 bis 256°*. Der Versuch einer direkten Bestimmung 
des Tyrosins durch Behandlung mit HNO, mit nachfolgender Oxy- 
dation ergab nur einen Bruchteil des theoretischen Wertes. Da der 
Oxyphenylacetaldehyd durch die Apparatur offenbar  vollstandig 


! Beilstein, 4. Aufl., 8, 231, 1921. 
2 Bucherer u. Schwalbe, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 89, 2818, 1906. 
Beziiglich der Reaktion von Jod mit Formaldehyd vgl. Biochem. 
Handlex. 1, 755, 1910. 


4 Beilstein, 3. Aufl., Erganz.-Bd. 8, 66, 1904. 
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abgefangen wurde, wahrend der leicht fliichtige Acetaldehyd ungehindert 
passierte, ergab die Alaninbestimmung auch bei Gegenwart von Tyrosin 
richtige Werte: 

statt 0,400 mg Alanin bei Gegenwart von 0,400 mg Tyrosin gefunden 
0,390 mg 97° 
statt 0,400 mg Alanin bei Gegenwart von 0,600 mg Tyrosin gefunden 
0,390 mg 97° 


a 


o° 


b 


oO" 


8. Bestimmung reiner Asparaginsdure. 

Bei Einwirkung von salpetriger Séure wird Asparaginsiure in 
Apfelsiiure umgewandelt. Bereits Liebig wuBte, daB |-Apfelsiure beim 
Kochen mit Braunstein und Wasser Acetaldehyd liefert. Bei Oxydation 
mit Permanganat! wird je nach den Bedingungen Oxalessigsiéure, 
Acetaldehyd und Ameisenséure erhalten. Mestrezat® erhielt beim 
Kochen der wasserigen Lésung mit Permanganat Ameisensiure nach 
der Gleichung C,H,O, + 40 = 2CH,0O, + H,O + 2CO,. 

10 ccm einer 0,1°,igen Lésung wurden mit salpetriger Saure 
behandelt und auf 250 cem verdiinnt; 10 cem dieser Lésung enthielten 
0,4mg Asparaginsiure. Bei der gewéhnlichen Bestimmung und Be- 
rechnung, analog wie bei der Milchsiurebestimmung*, wiirde 1 ccm 
n/200 Jod 1 cem n/400 Asparaginsiure entsprechen oder (da Molekular- 
gewicht = 133) 0,33 mg Asparaginséure. Der Jodverbrauch betrug 
1,07 cem n/200 Jod. Also gefunden: 0,33 . 1,07 = 0,35 mg Asparagin- 
saure statt 0,40 mg. 

Wir ersahen daraus, das die Asparaginsiure tatsichlich eine 
gefahrliche Fehlerquelle bei Alaninbestimmungen in Proteinhydrolysaten 
bilden miisse und zogen daraus die Folgerung, daf sie vor der Alanin- 
bestimmung aus den Proteinhydrolysaten unbedingt beseitigt werden 
miisse, was nach Foreman durch Fillung des Kalksalzes mit Alkohol ja 
unschwer méglich ist. 


9. Glutaminsdure und Oxyglutaminsdure. 
Glutaminssaéure liefert bei Behandlung mit salpetriger Saure 
*. * , . . 
a-Oxyglutarsdéure. Uber das Verhalten derselben bei Oxydation ver- 
mochten wir in der Literatur keine Angaben ausfindig zu machen. 
Wurde nach Einwirkung von salpetriger Saéure auf Glutaminséure 


' Beilstein, 4. Aufl., 3, 422 u. 423, 1921. 

2 Mestrezat, Ann. Chim. analyt. appl. 12, 173, zit. Chem. Centralbl. 
1907, II, 185. 

%’ Die Oxydation kénnte theoretisch nach der Gleichung 


COOH. CHOH.CH,.COOH + O CH,.CHO + 2CO,+ H,O 


erfolgen. 
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der bei der Milchsiurebestimmung geiibte Vorgang eingehalten, so 
ging tiberhaupt kein aus Bisulfitbindung durch Na, HPO, abtrennbarer 
Aldehyd in die Vorlage iiber. Ubrigens haben wir bei Verarbeitung 
unserer Proteinhydrolysate die Glutaminsiure gemeinsam mit der 
Asparaginséure durch Fillung des Kalksalzes mit Alkohol beseitigt. 

Auch die Oxyglutaminsaéure wird nach dem Vorgang von Foreman 
zusammen mit der Asparaginsiure und Glutaminséure als Ca- oder 
Ba-Salz abgetrennt. Von Breece Jones und Wilson! ist dies fiir Hydro- 
lysate des Gliadins, von D. B. Jones und C.0O. Jones® fiir solche des 
Lactalbumins dargetan worden. 


10. Valin. 

Das Valin liefert bei Behandlung mit salpetriger Saure «-Oxy- 
isovaleriansaéure, (CH,),CH .CHOH .COOH. Diese wird von Chrom- 
siure zu Isobuttersiure, Isobutyraldehyd und Kohlenséiure oxydiert. 
Beim Kochen mit Bleisuperoxyd in phosphorsaurer Lésung entsteht 
Isobutyraldehyd (eine stechend riechende Fliissigkeit vom Siede- 
punkt 61°)3, 

Auch das Valin bildet, ahnlich wie das Leucin, eine Fehlerquelle. 
Es lieferte bei direkter Oxydation (nach erfolgter Behandlung mit 
salpetriger Siure) im Milchséurebestimmungsapparat reichlich Aldehyd, 
woraus auf Valin umgerechnet sich ergab: 

a) statt 0.40 mg Valin gefunden 0,23 mg 
a os | ee ee - ™ 0.33 + 
oe} 5 OB a 9 ” O28 


Doch bietet unsere Apparatur die Méglichkeit, auch diese Fehler- 
quelle, ebenso wie beim Leucin, zu beseitigen und den schwerer fliichtigen 
Aldehyd nicht in die Vorlage gelangen zu lassen. 


11. Serin. 

Serin wird durch Einwirkung von salpetriger Séiure in Glycerin- 
sdure iibergefiimrt. Dieselbe gibt bei der Behandlung mit Permanganat 
in alkalischer Lésung annaihernd molekulare Mengen von Kohlensaure 
und Oxalsaure. Daneben treten héchstens Spuren von Tartronaldehyd, 
Tartronsaure, Mesoxalsiure und Ameisensaure auf*. Uber Permanganat- 
oxydation in saurer Lésung vermochten wir keine Angaben ausfindig 
zu machen. Wir haben drei Bestimmungen mit Serin ausgefiihrt, 


1 Breece Jones u. Wilson, Cereal Chem. 5, 473, 1928; Chem. Centralbl. 
1929, I, 1401. 

2 D. B. Jones u. C.O. Jones, J. of biol. Chem. 48, 351, 1921. 

3 Beilstein, IIT. Aufl., 1893, S. 568, 946; Ergénz.-Bd. 1, 226, 1901. 

4 Nef, Liebigs Ann. 335, 322, 1904. 
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indem wir dasselbe erst mit salpetriger Siure behandelten und sodann 
in tiblicher Weise wie bei der Milchsiurebestimmung oxydierten. Wir 
erhielten stets nur Nullwerte. 


12. Prolin und Oxyprolin. 


Prolin und Oxyprolin unterliegen selbstverstandlich nicht der 
typischen Wirkung der salpetrigen Saéure, da ihr Stickstoff Kern = N 
ist. Bei Zusatz von n/10 Permanganatlésung zu einer heiBen Lésung 
von Prolin in verdiinnter Schwefelsiure bleibt schon der erste Tropfen 
unentfarbt. Das Oxyprolin dagegen wird unter gleichen Verhaltnissen 
angegriffen und entfirbt Permanganatlésung. Wurde Oxyprolin nach 
den bei der Milchséurebestimmung nach Embden-Lehnartz vorgeschrie- 
benen Bedingungen behandelt (drei Bestimmungen), so gingen geringe 
Mengen einer bisulfitbindenden Substanz in die Vorlage iiber. Dieselben 
wurden aber bei Redestillation nach dem Prinzip von Friedemann- 
Cotonio-Shaffer im Kihler véllig zuriickgehalten. Es ist also auch 
von dieser Seite her eine Stérung der Alaninbestimmung ausgeschlossen. 


13. Bestimmung von Alanin bei Anwesenheit von Leucin und Glykokoll. 


Von einer Lésung, die in 10 cem Oxysauren entsprechend 0,172 mg 
Alanin, 0,100 mg Leucin und 0,150 mg Glykokoll enthielt, wurden wechselnde 
Mengen mit Hilfe unserer Apparatur auf ihren Alaningehalt analysiert: 


a) 20 ccm statt 0,344 mg Alanin gefunden 0,358 mg, d.i. 104°), 


b) 15. ,, » 0,268 ,, 9s 9 0,266 ,, d.i. 103% 
ce) 10 ,, ~ OE ss ” 9 0,181 ,, d.i. 06% 


14. Bestimmung von Alanin bei Anwesenheit von Leucin, Glykokoll, T yrosin 
und Phenylalanin. 
a) 
_ Lésung I enthaltend in 10cem Oxysauren entsprechend 0,172 mg Alanin 
+ 0,100 mg Leucin + 0,150 mg Glykokoll. 
Lésung II enthaltend in 10 ccm Oxysiure entsprechend 0,300 mg Tyrosin 
+ 0,200 mg Phenylalanin, 
jede fiir sich mit salpetriger Saure behandelt. 


a) 10cem I+ 10cem II: statt 0,172mg Alanin gefunden 0,178 mg, 
d.i. 103%. 
b) lbcem I+ 5ecem II: statt 0,258mg Alanin gefunden 0,265 mg, 
d.i. 103%. 
c) 20cem I+ 3ecem II: statt 0,344mg Alanin gefunden 0,357 mg, 
d.i. 104%. 
b) 
Lésung I enthaltend in 10ccm Oxysauren entsprechend 0,103 mg Alanin 
+ 0,300 mg Glykokoll + 0,280 mg Phenylalanin, 
Lésung II enthaltend in 10 cem Oxysiaure entsprechend 0,200 mg Leucin 
+ 0,300 mg Tyrosin, 


jede fiir sich mit salpetriger Séure behandelt. 
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d) lidcem 1+ 5cem II: statt 0,155mg Alanin gefunden 0,160 mg, 
d.i. 103%. 
e) 12cem I+ 8cem II: statt 0,124mg Alanin gefunden 0,126 mg, 
d.i. 102%. 
f) 17ecem I+ 3cem II: statt 0,176mg Alanin gefunden 6,181 mg, 
d.i. 103%. 
c) 
Lésung I enthaltend in 10 cem Oxysauren entsprechend 0,241 mg Alanin 
+ 0,080 mg Leucin + 0,040 mg Phenylalanin, 
Lésung II enthaltend in 10 cem Oxysaéuren entsprechend 0,540 mg 
Glykokoll + 0,060 mg Tyrosin, 
jede fiir sich mit salpetriger Séure behandelt. 
g) 10cem I+ 10cem II: statt 0,241 mg Alanin gefunden 0,245 mg, 
a. i. J02%. 
h) 12 cemI + 8&8 cem LI: statt 0,289 mg Alanin gefunden 0,284 mg, d. i. 98 ' 


d) 
Lésung enthaltend Oxyséuren entsprechend 0,065 mg Alanin + 0,150mg 
Glykokoll + 0,045 mg Tyrosin + 0,004mg _ Leucin + 0,004mg_  Phenyl- 
alanin. 


20 
2 /o* 


i) 20ccm statt 0,130 mg Alanin gefunden 0,134 mg, d.i. 10: 
nm 36, _.» 0008... pe - 6,300 ., di. 108%, 


B. Alaninbestimmung in Proteinen. 
1. Methode. 


Zur Alaninbestimmung in Proteinen gingen wir nun so vor, 
daB8 wir 10 g des EiweiBkérpers mit 200 ccm 20 °piger Salzsdure 
48 Stunden lang unter RiickfluBkiihlung hydrolysierten. Sodann 
wurde im Vakuum eingedampft, mit 10°, Kalkmilch alkalisch gemacht, 
mit 200 ccm Wasser versetzt, das Ammoniak im Vakuum_ ver- 
trieben, filtriert 1md auf 10 ccm eingeengt. Nunmehr wurden zur 
Beseitigung der Dicarbonsduren nach Foreman 100 ccm 95°,,igen Alkohols 
unter Umschiitteln zugefiigt. Die Fallung wurde durch ein Faltenfilter 
beseitigt. Das Filtrat wurde mit Essigsiure neutralisiert, vom Alkohol 
im Vakuum befreit, auf 50ccm gebracht, mit einer Lésung von lig 
Phosphorwolframséure und 18g konzentrierter Salzsiure in wenig 
Wasser versetzt, der ausgefallene Niederschlag durch Erwarmen wieder 
gelést und durch Verweilen im Eisschrank tiber Nacht wieder zum 
Ausfallen gebracht. Er wurde abgenutscht, calciumfrei gewaschen und 
das Filtrat samt den Waschwassern im MeBkolben auf 1000 ccm auf- 
gefiillt und gut durchgemischt. 


Davon wurden zwei Portionen zu je 1 ccm (entsprechend je 10 mg 
des Proteins) genau so mit salpetriger Saure behandelt, wie es unter A, 2 
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(,, Bestimmung reinen Alanins‘‘) beschrieben ist. Die beiden von iiber- 
schiissiger salpetriger Séure befreiten Lésungen wurden vereinigt 
(entsprechend 20 mg des Proteins) und im MeBkolben auf 250 ccm 
aufgefillt. Je 10 cem von dieser Lésung entsprachen 0,8 mg des Proteins. 

Wechselnde Mengen (meist 5 bis 20 cem) dieser Lésung wurden 
nun der Permanganatoxydation genau wie bei der Mikromethode 
zur Milchsdurebestimmung nach Embden-Lehnartz (1. c.) unterworfen 
und destilliert. 

Die Trennung des aus dem Alanin auf dem Wege der Milchséure 
entstandenen <Acetaldehyds von anderen bei der Oxydation mit Per- 
manganat aus anderen Oxysauren entstandenen Aldehyden erfolgte 
schlieBlich genau nach dem im Abschnitt A, 5 beschriebenen Verfahren 
mit der dort abgebildeten Apparatur. 

Von den in EiweiBhydrolysaten enthaltenen, derzeit in Betracht 
kommenden Aminoséiuren (auf seltene oder fragliche Vorkommnisse 
konnte keine Riicksicht genommen werden) werden neben der hoch- 
gradig stérenden Asparaginsdéure von vornherein die Glutaminsdure 
neben etwa vorhandener Oxyglutaminsdéure durch die Kalk-Alkohol- 
fillung nach Foreman beseitigt. Die anschlieBende (nacli den Vor- 
schriften van Slykes durchgefiihrte) Phosphorwolframsiurefillung 
beseitigt das Arginin, Histidin, Lysin, sowie das Cystin. Das Tryptophan 
ist schon zu Beginn bei der Hydrolyse als schwerlésliches Melanin 
beseitigt worden. Das Prolin und das Oxyprolin kommen (vgl. A, 12) 
als stérende Substanzen nicht in Betracht. Wir haben es also im 
Phosphorwolframsaurefiltrat auBer mit dem Alanin nur mehr mit 
dem Glykokoll, Valin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin und dem Serin 
zu tun. Da aber diese Aminoséiuren bei genauer Einhaltung unseres 
Arbeitsverfahrens keine wesentlichen Fehler veranlassen, ist in den 
vorangegangenen Absehnitten gezeigt worden. 


2. Alaninbestimmung im Fibroin. 


es . . . . . . 
Uber den Alaningehalt dieses Proteins, das an dieser Aminoséure 
besonders reich ist, fanden wir folgende Literaturangaben (Estermethode). 


BP Eh: A gs se 0k ae toys ts oe BLY,  Alonin 
Abderhalden u. Behrend? (Fibroin aus Cantonseide) . 2342°)  ,, | Mittel 
Abderhalden u. Brahn® (Fibroin aus Schantungseide) 22°, * 22,3 
Abderhalden u. Sington* (Fibroin aus Bengalseide). . 20°, 2 % 
Abderhalden® (Fibroin aus Seide ohne nihere Angabe) 25°, o 

1 Fischer u. Skita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 177, 1901. 

2? Abderhalden u. Behrend, ebendaselbst 62, 142, 1909. 

3 Abderhalden u. Brahn, ebendaselbst 61, 256, 1909. 


- 


Abderhalden u. Sington, ebendaselbst 61, 259, 1909. 
Abderhalden, ebendaselbst 120, 207, 1922. 


o 
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Unsere Analysen ergaben: 


Aus 0,8mg Fibroin ..... 


to & 


| Mittel 27,8° 


o 


. 1,2 ’. * ‘ <~»% 


a. a * 


tS % b> 


21, 
21,2 
22, 


Qo 


Also beste Ubereinstimmung mit einer sich aus den Analysen von 
E. Fischer und Abderhalden ergebenden Mittelzahl. Da das Fibroin 36 bis 
40°,, Glykokoll enthalt, bietet diese Ubereinstimmung eine weitere Gewahr 
dafiir, daB Glykokoll keine Fehlerquelle bildet. 


Alaninbestimmung im Zein. 


Aus der Literatur ist zu ersehen, daB Osborne und Jones fiir die Summe 
von Alanin + Valin einen Wert von 9,02°, ermittelt hatten, Osborne und 
Liddle (Estermethode) fiir das Alanin allein 9,89 %,! 

Unsere Analysen ergaben: 

Fir 16 mg Zein einen Gehalt von 8,5°, Alanin l 

i a - rm in ww SO % Pa 89°. Alanin 

oc ae os os nw a » e% Ef 


Alaninbestimmung im Casein Hammarsten. 
Die fiir das Casein sich aus der Estermethode ergebenden Werte sind 
niedrig: 

E. Fischer®, Casein aus Kuhmilch . . .. . - « - 0,9% Alanin 
Abderhalden u. Schittenhelm®, Casein aus Sieseumiie th ] 
Abderhalden u. Langstein*, Casein aus Frauenmilch . . . 1, 
PUOMNENNUEEEIEG ae 2 se es ee eC ee ee ee 


9 
‘ 
5° 
9 
» /o 9» 
8 


Unsere Analysen ergaben: 
PU I gS gs, ee |e oe Oe 
9 4 90 
ae os + Sk OS se we ee & eel ee 
. gE ¢ y 
aa” ae os ee Ree a eee eee ae |) 
’ 


$.3 90 
Zus versuc it Leuci 
Zusatzversuche mit Leucin Alanin 


Fiir 2,4 mg Casein unter Zusatz von 0,48 mg Leucin 5,6°  ,, 





ie ae es 9% - v0 oe RA x ” 62°55 » 
> 6 Ek EO 
a * oe * - - a: = © 3 Ses 


Alaninbestimmung im Keratin. 


Die nach der Estermethode gefundenen Alaninwerte fiir verschiedene 
Keratinpraparate® schwankten innerhalb weiter Grenzen zwischen 1,2 bis 
4,4°,; der héchste Wert von 4,4°%, ist von Abderhalden und Voitinovici? 
fiir Schafwolle ermittelt worden. 


1 Osborne u. Jones, Amer. J. of Physiol. 26, 212, 1910; Osborne u. 


Liddle, ebendaselbst 26, 295, 1910. 
2 E. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 151, 1901. 
3 Abderhalden u. Schittenhelm, ebendaselbst 47, 458, 1906. 
4 Abderhalden u. Langstein, ebendaselbst 66, 8, 1910. 
5 Foreman, Biochem. J. 18, 378, 1919. 
6 Abderhalden, Biochem. Handb. 4, 197, 1911. 


7 Abderhalden u. Voitinovici, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 348, 1907. 


| 
| 
| 
| 
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Unsere an Hornspanen ausgefiihrten Analysen ergaben: 


Fir 13,38 mg einen Alaningehalt von 3,7 


v0 
5) es ee vi » 386% | 3,8% 
we 9,33 ,, re %» 2 ord | 
— )6|lUP ‘i » 37% 


6. Alaninbestimmung in der Gelatine. 
Die auf Grund der Estermethode gewonnenen Literaturangaben 
schwanken innerhalb der weitesten Grenzen: E. Fischer! 0,8°,, P.A. 
Levene® 3,0°%,, Dakin® 8,7°,. 


Wir fanden in 


2.4mg Gelatine 2,4° Alanin 
£ 0 
7) 


‘ FO ‘ FO 
4,8 ,, ” 2,9 % ) 2,5 % 
3,6 ,, * 2,5 % - } 


Fiinf Zusatzversuche bekannter Alaninmengen zu Gelatinehydrolysaten 
ergaben: 
statt 0,432 mg Alanin (davon zugesetzt 0,376 mg) gefunden 
ee sc oo cS Gs 9 5 0s 6 8 ee wo a Oe 


statt 0,278 mg Alanin (davon zugesetzt 0,188 mg) gefunden 
ee ee Sg las ew we eee we oe ee OP 


statt 0,492 mg Alanin (davon zugesetzt 0,376 mg) gefunden 


NN I ee ee ae me we oe we ne ee ee a 
statt 0,244 mg Alanin (davon zugesetzt 0,188 mg) gefunden 
ce ae a ee a ae ae ee ee a ee ee ee 


statt 0,654 mg Alanin (davon zugesetzt 0,564 mg) gefunden 
ee SOR ss as we ake SOS As 0 ee ee ee cs 


Zusammenfassung. 


|. Nach dem Prinzip von A.J. Kendall und Th. £. Friedemann, 
welche Alanin in reinen Lésungen desselben, in Nahrbéden u. dgl. durch 
salpetrige Séure in Milchséure iibergefiihrt und so bestimmt hatten, 
wurde ein Mikroverfahren zur Bestimmung von Alanin in Protein- 
hydrolysaten ausgearbeitet. Dabei haben wir aus den Hydrolysaten 
die Dicarbonsdéuren durch Alkoholfaillung der Kalksalze nach Foreman 
und weiterhin die durch Phosphorwolframsdure fdllbaren Bestandteile 
beseitigt. Im Filtrat werden die restlichen Aminoséuren durch sal- 
petrige Saéure in die zugehérigen Oxysaiuren verwandelt, diese aber 
einer Oxydation mit Permanganat unterworfen (Apparatur wie bei der 
Mikromilchsaéurebestimmung nach Embden und Lehnartz). Aus dem 
resultierenden Aldehydgemenge wird der leicht fliichtige Acetaldehyd 


| EB. Fischer, P. A. Levene u. Aders, ebendaselbst 35, 70, 1902. 
2 P. A. Levene u. W.A. Beally, ebendaselbst 49, 252, 1906. 
3 Dakin, J. of biol. Chem. 44, 499, 1920. 
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vermittelst einer Apparatur, ahnlich der von Friedemann, Cotonio 
und Shaffer zur Milchsiurebestimmung benutzten, abgetrennt, in einer 
Bilsulfitvorlage aufgefangen und mit n/200 Jodlésung titrimetrisch 
bestimmt. 

2. Es gelang so, nicht nur reines Alanin, sondern auch dieses im 
Gemenge mit Glykokoll, Valin, Leucin, Tyrosin und Phenylalanin 
in Mengen von 0,1 bis 0,5 mg mit einer Ausbeute von 91 bis 104°, z 
bestimmen. Meist betrugen die Fehler bis 4°. Glykokoll, Serin, 
Glutaminsaiure, Prolin und Oxyprolin bewirken bei diesem Verfahren 
keine merklichen Fehler. 

3. Das Mittel des Alaningehaltes fiir die von uns untersuchten 
Proteine betrug fiir Seidenfibroin 21,8°,, Zein 8,9°%,, Casein 5,3%, 
Keratin 3,8°,, und Gelatine 2,5° 


) °° 


ee er Re 





Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


L. Asher. 
Nr. 126. 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber 
die Beziehungen von Milz und Schilddriise zum Eisenstoffwechsel. 


Von 
Hans Tschumi. 
{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 


(Eingegangen am 4. Juni 1932.) 


Einleitung. 


In einer groBen Anzahl von Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts ist versucht worden, zu zeigen, daB die Milz zu den Organen 
gehért, welche einen regulierenden Einflu8 auf den Eisenstoffwechsel 
besitzen. Diese Funktion der Milz wird nicht von allen Seiten anerkannt, 
insbesondere hat sich, avbgesehen von alteren Autoren, Lauda! bemiiht, 
die vorliegenden Tatsachen so zu deuten, daB er zu einem durchaus 
ablehnenden Standpunkt hinsichtlich dieser Milzfunktion gelangt. Bei 
ihm, wie bei den meisten Kritikern wird immer wieder tibersehen, daB 
der Klarlegung des regulierenden Einflusses der Milz auf den 
Eisenstoffwechsel die Tatsache im Wege steht, daB die Milz nicht das 
einzige Organ ist, welches hierfiir in Betracht kommt, was vielleicht 
in einigen alteren Arbeiten nicht mit geniigender Scharfe ausgedriickt 
wurde, ja, daB der Ausfall der Milzfunktion sogar weitgehend von 
anderen Organen iiberkompensiert werden kann. Der sichere Nachweis 
der Uberkompensation des Ausfalles der Milz durch die Leber bzw. 
das reticuloendotheliale System auBerhalb der Milz, ist durch die 
Arbeiten von Scheinfinkel?, Neuenschwander® und Yuzura Kojima* so 


1 BE. Lauda u. E. Haven, Ergebn. d. inn. Med. 40, 750, 1930. 
2 N. Scheinfinkel, diese Zeitschr. 176, 348, 1926. 

3 Fr. Neuenschwander, ebendaselbst 190, 465, 1927. 

4 Yuzura Kojima, ebendaselbst 197, 84, 1928. 
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sicher nachgewiesen, daB die Laudasche Ablehnung des regulatorischen 
Einflusses der Milz auf den Eisenstoffwechsel nur durch Verkennung des 
dort niedergelegten Beweismaterials und durch eine auf Hypothesen auf- 
gebaute Umdeutung der schénen M. Schmidtschen Arbeiten aufrecht er- 
halten werden kann. Wichtiger als die kritischen Auseinandersetzungen ist 
aber die immer noch erforderliche Sammlung von neuem Material, welches 
geeignet ware, Licht in die Beziehungen zwischen Milz und Eisenstoff- 
wechsel zu werfen. Insbesondere erschien es geraten, den bisherigen 
Wegen, um zu einem Einblick in das Verhalten des Eisenstoffwechsels zu 
gelangen, einen neuen Weg hinzuzufiigen. Wenn man der Meinung 
ist, daB die Milz einen regulatorischen EinfluB auf den Eisenstoffwechsel 
besitzt, und da® dieser regulatorische EinfluB bei Verlust der Milz 
iiberkompensiert werden kann, so ist ein gegebener Weg der, durch 
Uberlastung héhere Anforderungen an den Eisenstoffwechsel zu stellen 
und unter dieser Bedingung bei vorhandener und fehlender Milz, den- 
selben zu untersuchen. 

Von diesem Gedankengang ausgehend habe ich auf Vorschlag 
von Prof. Asher den Eisenstoffwechsel unter dem EinfluB von Thyroxin 
untersucht. Wir gingen dabei von der Annahme aus, daB, da Thyroxin 
den allgemeinen Stoffwechsel steigert, es vermutlich auch im Zusammen- 
hang damit den Eisenstoffwechsel steigern werde, eine Vermutung, die 
sich als richtig erwiesen hat. Der Eisenstoffwechsel sollte nun vor 
und nach Exstirpation der Milz unter dem dauernden EinfluB von 
Thyroxin untersucht werden. Um den Sonderfall auszuschlieBen, der 
bei Ratten vorkommen kann, da eine Infektion nach Entfernung der 
Milz zu einer schweren Anamie fiihrt, ein Sonderfall, der die Erforschung 
der Milzfunktion mehr gestért als geférdert hat, abgesehen davon, dab 
in diesem Falle tatsichlich eine Schutzfunktion der Milz gegeniiber 
Infektion nachgewiesen zu sein scheint, wurden die Versuche an Kanin- 
chen ausgefiihrt, welche bei richtiger Behandlung nach Entfernung 
der Milz keine Anamie zeigen. Bei Benutzung von Kaninchen nimmt 
man allerdings den Mi®stand mit in Kauf, da8 man nicht, wie beim 
Hund, eine sehr genau dosierbare auBerst eisenarme Nahrung durch- 
fiihren kann. Man muB sich vielmehr daran halten, méglichst genau 
Tag fiir Tag die gleiche, nicht allzu eisenhaltige Nahrung den Tieren 
zuzufihren. 

Auf Grund des entwickelten Planes habe ich mit der nachfolgenden 
Methodik meine Untersuchungen ausgefiihrt. 


Methodik. 


Als Versuchstiere dienten mir Kaninchen. Am besten eignen sich dazu 
gréBere, schon Altere Tiere, welche die Diatfiitterung, den Aufenthalt im 
kleinen Kafig und die Operation besser ertragen als etwa jiingere Tiere. 
Das Geschlecht spielt keine Rolle, wie dies beim Meerschweinchen der Fall 
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ist, bei denen, wie Nakayama! zeigte, die weiblichen Tiere zur genauen 
Untersuchung des Eisenstoffwechsels nicht geeignet sind. 

Im ersten Teil meiner Arbeit beschaftigte ich mich mit dem Eisen- 
stoffwechsel von Normaltieren. Die erste Schwierigkeit begegnete mir 
beim Unterbringen der Tiere. Ich mute danach trachten, die Tiere so 
aufzubewahren, daB sie nirgends direkt mit offenen, eisernen Bestandteilen 
in Beriihrung kamen. Ebenso muBte ich verhiiten, daB der aufzufangende 
Kot vor dem Hinzukommen von Eisen geschiitzt wurde. Leider konnte ich 
nicht, wie ich zuerst hoffte, den von Neuenschwander* konstruierten Prazisions- 
stoffwechselkafig benutzen, wie er ihn in seiner Arbeit mit Meerschweinchen 
verwendete; denn der von ihm konstruierte Glasrost erwies sich zu schwach 
fi die viel schwereren Kaninchen. So muBte ich denn einen gewoéhnlichen 
Drahtkafig benutzen, der eine Seitenlange von 50cm im Quadrat hatte 
und etwa 40¢m hoch war. Die Tiere setzte ich auf einen Rost, der aus 
runden Holzstaben hergestellt war. Die Stabe waren so weit voneinander 
entfernt, da8B die Kotballen gerade zwischendurch fallen konnten. Unten 
fiel der Kot auf einen trichterférmig nach unten verlaufenden Boden, 
dessen Ausgang mit einer fein durchlécherten Eternitplatte iiberdeckt war. 
Auf dieser Platte konnte der Kot sehr gut aufgefangen werden, da der 
Harn durch die Platte hindurchsickerte und unten in einem GlasgefaB 
aufgefangen werden konnte. Vor dem Einsetzen der Tiere wurden die 
eisernen Bestandteile mit einem Emaillack dreimal dick iiberstrichen. 
Dieser Anstrich wurde immer wieder erneuert, sobald sich irgendwo frei- 
gelegte Stellen des Metalls zeigten. Die auf diese Art behandelten Kafige 
konnten so den gestellten Anforderungen vollauf geniigen. Ich benutzte 
zwei solcher Kafige, und in jeden derselben wurde ein Tier eingesetzt. Die 
Tiere wurden alle Tage gewogen und iiberhaupt wurde ihrem AJlgemein- 
zustand groBe Aufmerksamkeit geschenkt. 

Eine kleine Schwierigkeit bereitete mir noch die Fiitterung der Tiere. 
Da ich den Tieren keine eisenfreie Nahrung vorsetzen konnte, was natiirlich 
das Idealste gewesen ware, wurde versucht, diesen Umstand durch méglichste 
Konstanterhaltung der Nahrung zu kompensieren, so daB alle Vergleiche 
und Versuche unter denselben Bedingungen stattfanden. Zuerst verabfolgte 
ich den Tieren nur in Milch getauchtes WeiBbrot, das gut ausgepreBt wurde. 
Bald stellte sich aber Durchfall ein, was mir ein Verwenden des Kotes 
verunméglichte. So muBte den Tieren noch etwa Trockenfutter verabreicht 
werden, und dies geschah in Form von Hafer. Mit dieser Futterkombination 
setzten die Tiere einen ziemlich trockenen, schén geballten Kot ab. Nach 
dem Einsetzen dauerte es immer 3 bis 5 Tage, bis sich die Tiere an die Kost 
gewohnt hatten. Die Futtermenge war taglich die gleiche und bestand aus 
70 bis 80g in Milch getauchtes und ausgepreBtes WeiBbrot und aus etwa 
50 g Hafer. Diese Rationen wurden in den Erholungspausen, d. h. vor und 
nach der Milzexstirpation, vergr6éBert und noch durch Zulagen von Heu 
und gelben Riiben erginzt. Wahrend dieser Zeit wurden die Tiere dann 
auch in einer groBen Holzkiste aufbewahrt. Die Nahrung wurde in kleinen 
Steinguttrégen vorgesetzt. 

Der Kot wurde taglich mittels eines Holzléffels gesammelt, von den 
heruntergefallenen Haferkérnern und Brotresten gereinigt und in eine 
Porzellanschale gebracht. Zuerst lieB ich den Kot 1 Tag lang an einem 


' Nakayama, diese Zeitschr. 151, 119, 1925. 
2 Neuenschwander, ebendaselbst 150, 469, 1927. 














uen 


en- 
mir 
» SO 
ilen 
nde 
ich 
ns- 
hen 
ach 
hen 
itte 
aus 
der 
ten 
len, 
yar. 
der 
faB 
die 
en. 
rei- 
‘ige 
zte 
Die 
‘in- 


re. 
ich 
ste 
she 
gte 
de. 
tes 
cht 
ion 
wh 
ost 
ius 
wa 
nd 
eu 
nn 
en 


lien 
ine 
am 








3eziehungen von Milz und Schilddriise zum Eisenstoffwechsel. 421 


trockenen Ort stehen, dann wurden die von der Luft schon etwas aus- 
getrockneten Ballen in einem Porzellanmérser zerrieben und in den Trocken- 
schrank gebracht. Diese Methode ist viel einfacher und ergibt ebenso genaue 
Resultate wie diejenige, die ich anfiinglich ausprobierte. Ich verrieb namlich 
zuerst den frischen, noch feuchten Kot mit destilliertem Wasser in einer 
Porzellanschale, so daB ein Brei entstand. Dann wurde diese Masse auf dem 
Wasserbad erhitzt und getrocknet und zum vollstandigen Austrocknen 
noch in den Trockenschrank gebracht. Der zerriebene Kot blieb 6 bis 
8 Stunden im Trockenschrank bei einer Temperatur von 80 bis 90°C, 
Um den Wasserverlust festzustellen, wurde der feuchte Kot sofort nach der 
Entnahme aus dem Kafig und dann der getrocknete Kot, so wie er aus dem 
Trockenschrank kam, gewogen. 

Ein bekanntes Gewichtsteil des getrockneten Kotes wird dann in 
einen Mikro-K jeldahl-Kolben von 200 cem Inhalt gebracht. Hier verwendet 
man am besten die Kolben aus Pyrexglas. 

Zur Eisenanalyse wird der Kot mittels der nassen Veraschung folgender- 
maBen vorbereitet : 

Zum Kot im Mikro-Kjeldahl-Kolben wird so viel rauchende Salpeter- 
siure gegossen, bis die Masse davon vollstandig tiberdeckt ist. Dabei 
entwickeln sich sofort sehr dicke, braune Diaimpfe von nitrosen Gasen, die 
oft von starker Flammenbildung begleitet sind. Der Kolben wird nun 
mindestens 6 Stunden stehengelassen, am besten aber tiber Nacht, damit 
sich der Kot in der Salpetersiure vollstaéndig lésen kann. Nun werden 
dem aufgelésten Kot etwa 10ccm Perhydrol beigefiigt, was wieder eine 
sehr starke Gasentwicklung hervorruft, die aber bald sistiert. Nach 
vollendeter Gasentwicklung wird der Kolben zuerst mit der kleinen Flamme 
vorsichtig erhitzt, um ein Uberschiéumen zu vermeiden. Nun steigert) man 
die Temperatur und erhitzt so lange, bis der Inhalt des Kolbens beinahe 
ausgetrocknet ist. Nach ,erfolgter Abkiihh%ng gibt man sehr vorsichtig 
3 bis 5cem Salpetersiure zu. Diese Prozedur ist meist von sehr starker 
Flammenbildung begleitet, die ein Springen des Kolbens verursacht, wenn 
die Saéure nicht tropfenweise zugefiigt wird. Dann bringt man wieder 
5 bis 10 cem Perhydrol hinzu und dampft wieder ein. Dieser Vorgang wird 
so oft wiederholt, bis der anfainglich braune Riickstand im Kolben als helle, 
weiBe Masse zuriickbleibt. Weisen noch sehr viele nitrose Dimpfe auf die 
Anwesenheit von Salpeterséure hin, so wird nur mit Perhydrol aufgekocht. 
Nach vollendeter Veraschung und Abkiihlung werden, um die iiberschiissig 
eventuell noch vorhandene Salpeterséure vollstaindig zu vertreiben, etwa 
25 ccm doppelt destilliertes Wasser, denen noch 2 bis 3 Tropfen verdiinnte 
Salzsdure beigefiigt wurden, in den Kolben gebracht und auf 5 ccm ein- 
gedampft. Dies wird so lange wiederholt, bis keine braunen Dampfe mehr 
aufsteigen und die Lésung nicht mehr nach Salpeterséiure riecht. Diese 
so erhaltene schwachsaure Lésung wird nun, um das darin enthaltene Eisen 
kolorimetrisch zu bestimmen, nach der -Methode von Lintzel! weiter- 
verarbeitet. 

Im folgenden méchte ich noch kurz auf das Verhalten der Tiere wihrend 
der ganzen Versuchsreihe zuriickkommen. Zu der ganzen Untersuchung 
benétigte ich fiinf Tiere, von denen je zwei Tiere in einer Periode im Versuch 
standen. Das fiinfte Tier, Kaninchen C, das mir Tier B ersetzen sollte, ging 
mir bald an einer Tracheitis und Pneumonie zugrunde, so daB ich die Werte 


1 Lintzel, Zeitschr. f. Biol. 88, 289, 1925; S87, 97, 1928. 
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nicht benutzen konnte. Die zwei Tiere der ersten Versuchsreihe setzte 
ich am 9. Oktober 1931 ein; die zwei Tiere der folgenden Versuchsreihe am 
14. Januar 1932. Bis zum Beginn der Eisenanalysen wartete ich immer 
5 bis 6 Tage, bis sich die Tiere an die Kost gewohnt hatten. Am Anfang stellte 
sich bei allen Individuen ein schwacher Darmkatarrh mit Durchfall ein, 
der aber bald behoben war. Nach 8 bis 12 Tagen Normaluntersuchungen 
(siehe Tabellen) begann ich mit der Thyroxininjektion. Das Thyroxin, das 
ich in dankenswerter Weise von der Firma Hoffmann-La Roche u. Cie. in 
Basel erhielt, wurde intramuskular injiziert, und zwar 0,1 mg pro Kilogramm 
Lebendgewicht. Gewdéhnlich injizierte ich drei- bis viermal in Abstianden 
von 1 Tag. Bei Kaninchen D wurde die Injektion auch mehrmals und in 
gréBeren Dosen wiederholt, wie die entsprechende Tabelle zeigt. Sobald 
bei den Normaltieren die Thyroxinwirkung abgeklungen war, wurden sie 
unter Normalkost auf die Milzexstirpation vorbereitet. Die Operation 
geschah unter peinlichst aseptischen Kautelen von der Linea alba aus und 
ist ziemlich leicht. 

Nach der Operation erholten sich die Tiere sehr rasch, so da nach 
5 bis 8 Erholungstagen die Versuche wieder aufgenommen werden konnten. 
Der Thyroxininjektion beim milzlosen Tier muB man die gréBte Aufmerksam- 
keit schenken, da das milzlose Tier gegeniiber diesem Priaparat viel emp- 
findlicher ist als das Normaltier. 

Wie die Tabelle zeigt, konnte ich die Versuche von Kaninchen B nicht 
weiterfiihren, da das Tier, das durch die Thyroxininjektion sehr aufgeregt 
wurde, sich beim Hineinbringen in den Kopfkasten auf unerklarliche Weise 
eine Wirbelséulenkontusion zuzog. 


Experimenteller Teil. 

Meine ersten Versuche wurden an einem Kaninchen A ausgefiihrt, und 
die Ergebnisse der Versuchsreihe im Normalzustand und im Zustand nach 
der Milzexstirpation sind in Tabelle I und II niedergelegt. 

Zunachst einmal wurde am Normaltier in tagelangen Versuchen 
die Eisenmenge pro Tag bestimmt. Es ergab sich als Durchschnittswert 
pro Tag eine Eisenausscheidung von 6,88 mg. Wurde die Eisenausschei- 
dung pro Tag und 10 kg Kérpergewicht ausgedriickt, so belief sich 
dieselbe auf 38,88 mg. 

Nach Feststellung des Verhaltens des Eisenstoffwechsels am 
normalen Tier im véllig unbeeinfluBten Zustande ging ich dazu iiber, 
das Tier mit Thyroxin zu injizieren. Durch die Injektion von Thyroxin 
kam es zu einer gewaltigen Steigerung des Eisenstoffwechsels, der sich 
darin ausdriickt, daB die Mittelwerte pro Tier auf 10,039 mg, bzw. auf 
10 kg Kérpergewicht berechnet auf 59,247 mg stiegen. Dies bedeutet 
aber eine Steigerung von 46 bzw. 53°, der Eisenausscheidung. Diese 
gesteigerte Eisenausscheidung ist eine Begleiterscheinung des ge- 
steigerten Grundumsatzes. Sie ist der Ausdruck der allseitigen Er- 
héhung der Umsetzung in Koérperzellen. Sie beruht keineswegs auf 
einem etwaigen schlechten Zustand des Tieres; denn das Kérpergewicht 
bewegt sich wihrend der ganzen Zeit der Zufuhr von Thyroxin inner- 
halb der normalen Grenzen; auch befindet sich das Tier sehr wohl. 
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Bei diesem Tiere A, bei dem ich das Verhalten gegeniiber Thyroxin 
kannte, wurde, nachdem die Thyroxinwirkung véllig abgeklungen war, 
die Milz entfernt und die tagliche Eisenausscheidung nach der Milz- 
entfernung untersucht. Die Ergebnisse dieser Versuche befinden sich 
in Tabelle IT. 

Der tagliche Mittelwert der Eisenausscheidung betrug in dieser 
Periode 3,28 mg, bzw. auf 10 kg Kérpergewicht berechnet, 17,68 mg. 
Hier liegt nun der Fall vor, daB die Eisenausscheidung nach der Ent- 
milzung kleiner ist als vorher, so daB man den vorliegenden Befund 
als eine klare Demonstration dafiir anfiihren kénnte, daB nach der 
Exstirpation der Milz durchaus keine Rede davon sei, daB der Eisen- 
stoffwechsel gestért ware und der Organismus deshalb mehr Eisen 
verlére. Dieser Argumentation ist kein Gewicht beizulegen, denn das 
Kaninchen gehért zu denjenigen Tiertypen, bei welchen eine aus- 
gezeichnete Uberkompensation des Milzverlustes eintritt. Hierzu 
kommt noch, daB das Tier nicht eisenfrei ernahrt wurde. 

Das Fehlen der Milz kommt sehr gut in der Periode zum Ausdruck, 
wo Thyroxin gegeben wird. In der Thyroxinperiode hebt sich der 
Mittelwert der taglichen Eisenausscheidung auf 7,5, bzw. auf 10 kg 
Koérpergewicht berechnet, auf 47,54mg. Dies bedeutet aber eine 
Steigerung der Eisenausscheidung um 129 bzw. 109 °,, gegeniiber einer 
Steigerung von nur 46 bzw. 53°, im Normalzustande. Die kleinen 
Unterschiede in der prozentualen Steigerung pro Tag und pro 10 kg 
Koérpergewicht beruhen darauf, daB die Gewichte in den einzelnen 
Tagen nicht gleich groB sind. Das Ergebnis dieses Versuchs besteht 
demnach darin, daB in diesem Falle infolge der Uberlastung des Stoff- 
wechsels die Kompensation nicht ausreicht, vielmehr die Eisenaus- 
scheidung infolge des Milzverlustes gegeniiber der Periode ohne Thyroxin 
wesentlich vergréBert ist, allerdings auf der Basis einer in den Aus- 
scheidungsverhaltnissen der Normalperiode sich ausdriickenden Uber- 
kompensation. 

Die nachste Versuchsreihe, an Kaninchen B angestellt, diente 
ausschlieBlich dem EinfluB des Thyroxins auf die Eisenausscheidung. 
Die Befunde dieser Versuchsreihe gebe ich in Tabelle LIT. 

Bei diesem Tier betrug der Mittelwert der taglichen Eisenaus- 
scheidung im Normalzustand 7,726 mg, bzw. pro 10 kg Kérpergewicht 
43,63 mg. Unter dem EinfluB von Thyroxin stieg der Mittelwert der 
tiiglichen Eisenausscheidung auf 11,96 bzw. 64,85 mg. Klar tritt aus 
diesem Ergebnis zutage, wie sehr durch Thyroxin der Eisenstoffwechsel 
erhéht wird. Man kann an verschiedene Méglichkeiten der Entstehung 
der gréBeren Eisenausscheidung denken. Es kann ein gréberer Umsatz 
des Himoglobins ins Auge gefaBbt werden, es kann aber auch ein ver- 
mehrter Zellumsatz der Kérperzellen und ein Freiwerden des in den 
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K6rperzellen befindlichen Eisens die Quelle der vermehrten Eisen- 
ausscheidung sein. 

Eine weitere Versuchsreihe wurde am Tier D angestellt. Die Er- 
gebnisse dieser Versuchsreihe bringe-ich in den Tabellen [TV und V. 

In der Normalperiode schied dieses Tier taglich 7,73 mg bzw. pro 
10 kg Kérpergewicht 32,19 mg Eisen aus. Unter dem Einflu8 von 
Thyroxin erhob sich die tagliche Eisenausscheidung auf 10,37 bzw. 
44,24 mg. Demnach bewirkte der experimentell herbeigefiihrte Zustand 
der Hyperthyreose eine Erhéhung der Eisenausscheidung um 34 
bzw. 37%. 

Nach Entfernung der Milz betrug die tagliche Eisenausscheidung 
7,03, bzw. auf 10kg Kérpergewicht berechnet 30,20mg. Im Vergleich 
zur friiheren Normalperiode findet sich gleich wie bei Tier A eine Ver- 
minderung der Eisenausscheidung. Wiederum gelangt in der Eisen- 
ausscheidung aus oft genannten Griinden der Ausfall der regulatorischen 
Milzfunktion nicht zum Ausdruck, aber sie tritt bei Belastung des Stoff- 
wechsels durch Thyroxin zum Vorschein. Unter der Einwirkung des 
Thyroxins belauft sich die tagliche Eisenausscheidung auf 10,37 bzw. 
44,24 mg beim Normaltier, wihrend am entmilzten Tier unter Ein- 
wirkung des Thyroxins die Eisenausscheidung im Durchschnitt 10,50 
bzw. 42,982 mg betrug, was eine Erhéhung der Eisenausscheidung um 
49 bzw. 42% bedeutet. Man wird wohl nicht fehlgehen, wenn man hier, 
in allerdings etwas geringerem Umfang, die gleiche Erscheinung sieht 
wie bei dem Tier A, wo sehr deutlich unter der Belastung das Fehlen 
der Milz durch eine gréBere Eisenausscheidung unter dem Thyroxin- 
einflu8 sich geltend macht. 

Die letzte Versuchsreihe, angestellt am Kaninchen E, diente noch- 
mals zu einer Priifung des Einflusses von Thyroxin auf den Eisenstoff- 
wechsel. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich nachstehend in 
Tabelle VI. In der Normalperiode betrug der durchschnittliche Wert 
der taglichen Eisenausscheidung 7,815 mg, bzw. auf 10 kg Kérper- 
gewicht berechnet 41,277 mg. In der nachfolgenden Periode, in welcher 
ich dreimal Thyroxin injizierte, hob sich die tagliche Eisenausscheidung 
auf 10,46 bzw. auf 53,293 mg. Es liegen hier Steigerungen der Eisen- 
ausscheidung um 34 bzw. 28°, vor. Es hat sich also wiederum ergeben, 
daB unter dem EinfluB von Thyroxin die Eisenausscheidung wesentlich 
gesteigert wird, der Eisenstoffwechsel wie der Gesamtstoffwechsel dem 
regulierenden EinfluB der Schilddriise unterliegt. 

Die vorliegende Arbeit wurde zu zwei Zwecken unternommen. 
Einmal sollte untersucht werden, ob und in welcher Art und Weise die 
Schilddriise den Eisenstoffwechsel beeinfluBt, und zwar sollte hierzu 
der Weg der Hyperthyreotisierung eingeschlagen werden. Es zeigte 
sich in jedem Falle, daB die Herbeifiihrung des hyperthyreotischen 
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Zustandes durch Thyroxininjektion eine Erhéhung des Eisenstoff- 
wechsels der gleichen GréBenordnung wie bei dem Gesamtstoffwechsel 
erzeugte. FuBend auf der Erkenntnis, daB8 durch Thyroxin Belastungs- 
anspriiche an den Eisenstoffwechsel gestelit werden, sollte der EinfluB 
der Entmilzung gepriift werden. An normalen Kaninchen bewirkt 
die Entmilzung, wenn die Untersuchung erst 6 bis 7 Tage nach der 
Operation begonnen wird, daB eine kleine Verminderung der Eisen- 
ausscheidung festzustellen ist, eine Verminderung, die sich un- 
gezwungen aus der Uberkompensation wegen des Verlustes der Milz 
erklart. Diejenigen, welche in einer Minderung der Eisenausscheidung 
nach der Entmilzung einen schlagenden Beweis gegen die Lehre fiir den 
eisenregulierenden EinfluB der Milz sehen, bleiben jede Erklarung fiir 
die Herabsetzung der Eisenausscheidung schuldig. Diese Herab- 
setzung muB eine Entstehungsursache haben. Nun lehrt uns die all- 
gemein biologische Erfahrung die Haufigkeit des Vorkommens einer 
Uberkompensation, die dadurch ausgelést wird, daB ein an diesem 
Vorgang beteiligtes Organ plétzlich ausfallt. Diese Art, die Dinge zu 
betrachten, erhalt eine starke Stiitze durch den Ausfall meiner Unter- 
suchungen mit Thyroxinzufuhr am entmilzten Tier. 

Es zeigte sich, daB in beiden Versuchsreihen die Erhéhung der 
Eisenausscheidung nach Entmilzung unter dem EinfluB von Thyroxin 
gréBer ist als beim Normaltier. Diese Erhéhung erklart sich dadurch, 
daB wegen der Belastung des Eisenstoffwechsels die Uberkompensation 
wenigstens zu einem merklichen Teil zuriickgedrangt wird. 


Zusammengefapt ist der wesentliche Inhalt meiner Arbeit der 
nachfolgende : 

1. Es wurde die Eisenausscheidung an normalen Kaninchen unter 
konstanten Bedingungen untersucht. 

2. Der hyperthyreotische Zustand, herbeigefiihrt durch Injektion 
von Thyroxin, fiihrt zu einer merklichen Steigerung der Eisenaus- 
scheidung, womit bewiesen ist, daB die Schilddriise, wie sie den Gesamt- 
stoffwechsel, so auch als Teil davon, den Eisenstoffwechsel beeinfluBt. 

3. Beim Kaninchen hatte in den vorliegenden Versuchen die Ent- 
milzung eine Abnahme der Eisenausscheidung zur Folge, eine Abnahme, 
die durch Uberkompensation sich gut erklaren laBt. 

4. Trotz dieser Abnahme rief Thyroxininjektion am entmilzten 
Tier eine wesentliche Erhéhung der Eisenausscheidung gegeniiber der 
Ausscheidung unter Thyroxin am normalen Tier hervor. 





Uber die Mikroacetylbestimmung. 


Von 


A. Friedrich und 8. Rapoport. 
(Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 4. Juni 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die quantitative Bestimmung der Acetylgruppe in organischen 
Substanzen zahlt zu den oft angewendeten Atomgruppenbestimmungen 
und ist insbesondere auf dem Gebiet der Kohlenhydratchemie eine 
auBerst wichtige analytische Stiitze. Bei der Acetylbestimmung handelt 
es sich prinzipiell darum, die Acetylgruppe zu verseifen und die ent- 
standene Essigsiure zu titrieren. Experimentell ergeben sich bei der 
quantitativen Bestimmung erhebliche Schwierigkeiten, da es bei der 
Mannigfaltigkeit der Acetylverbindungen und ihrem chemischen Ver- 
halten nicht immer modglich ist, die gebildete Essigsiure ohne stérende 
Verunreinigungen zu erhalten. 

Von den stérenden Verunreinigungen kommt zunachst ganz all- 
gemein die Kohlensaure in Betracht. Um dieser Fehlerméglichkeit vor- 
zubeugen, muB entweder die ganze Methodik und Apparatur so angelegt 
sein, daB die Kohlenséure von vornherein ferngehalten wird, oder man 
muB sie vor der Endtitration durch Aufkochen der sauren Lésung 
vertreiben, wobei es natiirlich zu keinem Essigsiureverlust kommen 
darf. Bedenkt man, daB bei einer Mikroacetylbestimmung ein Titrations- 
fehler von 0,01 bis 0,02 cem der n/100 Lauge das Resultat um 0,1 °;, 
beeinflussen kann, so wird das Vertreiben der Kohlensaiure ohne Essig- 
siureverlust zu einem heiklen Punkt der Bestimmung. 


Wesentlicher als die durch Kohlensaiure hervorgerufene Stérung 
kann die durch das Verseifungsmittel gegebene Fehlerquelle sein. 
Das Verseifungsmittel soll so beschaffen sein, daB es erstens wahrend 
der Verseifung und des Abdestillierens der Essigsiure nicht selbst 
fliichtige, saure Anteile abspaltet; zweitens, daB es nicht durch weitere 
Reaktion mit dem entstandenen Verseifungsprodukt aus diesem 
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fliichtige Stoffe bildet, welche das Titrationsergebnis beeinflussen 
kénnen. Letzteres kommt hauptsichlich fiir Acetylbestimmungen bei 
Kohlenhydratderivaten in Betracht. 

Eine dritte Méglichkeit, welche die unmittelbare Titration der 
gebildeten Essigsiure ausschlieBt, ist dann gegeben, wenn das ent- 
stehende Verseifungsprodukt selbst eine leicht fliichtige Verbindung 
von saurem Charakter ist (z. B. Acetylbestimmung im Aspirin). In 
diesem Falle ware die Essigsiure mit dem Verseifungsprodukt gemeinsam 
zu titrieren und dann das Verseifungsprodukt durch Fallung oder 
Extraktion getrennt zu bestimmen. Fir die Mikroacetylbestimmung 
kommt ein solecher Vorgang kaum in Frage. Solche Fille sind iiberdies 
seltener und beziehen sich weder auf das Gebiet der Kohlenhydrat- 
chemie, noch auf Verbindungen mit Acetyl am Stickstoff. 

Die Methodik der Mikroacetylbestimmung mu daher so_ be- 
schaffen sein, daB sie den vorangehend besprochenen Fehlerméglich- 
keiten entweder ausweicht oder sie in quantitativ einwandfreier 
Form in Rechnung stellt. In der damit zusammenhingenden Frage 
nach einem zweckdienlichen Verseifungsmittel wurde mit der von 
K. Freudenberg! erstmalig verwendeten und fiir die Acetylbestimmung 
vorgeschlagenen p-Toluolsulfosiure ein wesentlicher Fortschritt erzielt. 
Die p-Toluolsulfosiure ist ein allgemein anwendbares, gut wirkendes 
Verseifungsmittel und gibt erst in konzentriertem Zustande bei einer 
Temperatur von 100° geringe Mengen schwefliger Saiure ab. Eine zer- 
stérende Einwirkung auf die Verseifungsprodukte von Kohlenhydrat- 
priparaten unter Bildung fliichtiger Verbindungen kommt erst bei 
lingerer Einwirkung der heiBen, konzentrierten Saéure in Betracht. 

Bei zwei der: bisher bestehenden Mikroacetylbestimmungs- 
methoden? wird die p-Toluolsulfosiure als Verseifungsmittel benutzt; 
es sind dies die Methode nach K. Freudenberg und FE. Weber* und die 
Methode von F. Pregl und A. Soltys*. 


Methode von K. Freudenberg und E. Weber. 


Nach der Methode von K. Freudenberg und E. Weber wird die Substanz 
mit einer alkoholischen Lésung von p-Toluolsulfosiure verseift und die 
Essigsiure durch den gleichzeitig anwesenden Alkohol verestert. Der 
gebildete Essigester wird in mehreren Destillationen abdestilliert, der 
Alkohol im ReaktionsgefiB wieder ergiinzt, bis schlieBlich die gesamte 


1 K. Freudenberg u. M. Harder, A. 433, 230, 1923. 

2 Die dritte Acetylbestimmungsmethode von F. Kégl u. I. Postowski 
verwendet Bariumhydroxyd als Verseifungsmittel. Liebigs Ann. 440, 
34, 1924. 

3 Zeitschr. f. angew. Chem. 38, 280, 1925. 

4 Mikrochemie 7. 1, 1929; F. Pregl, Die quant. organ. Mikroanalyse, 
3. Aufl. Berlin, Verlag J. Springer, 1930. bd 
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Essigséure verestert und entfernt ist. Der Essigester wird iiber n/20 Natron- 
lauge aufgefangen, wieder verseift, der Alkohol vertrieben und schlieBlich 
die Essigsaure titriert. Nach den friitheren Ausfiihrungen iiber die Fehler- 
mdéglichkeiten der Acetylbestimmung stellt diese Methode eine aus- 
gezeichnete Uberbriickung der Schwierigkeiten dar. Die ausgedampfte, 
mit neutralem Alkohol gewaschene Apparatur, welche keinen durchziehenden 
Gasstrom braucht, gibt einer Fehlerméglichkeit durch Kohlensaéure wenig 
Raum. Im ReaktionsgefaéB wird die Temperatur der siedenden alkoholischen 
Lésung nie tiberschritten, infolgedessen kommt es weder zur Bildung von 
schwefliger Saéure, noch zu einer Zersetzung des Verseifungsproduktes. Die 
Methode erfordert Einwagen von 15 bis 20mg Substanz und gibt aus- 
gezeichnete Resultate. 


In der experimentellen Durchfiihrung ist die Methode nach Freudenberg- 
Weber keineswegs einfach und bedarf eines geiibten, auf diese Bestimmung 
gut eingearbeiteten Analytikers. Zieht man noch in Betracht, daB die 
Apparatur etwas kompliziert und kostspielig ist, so ware damit der ganze 
Nachteil aufgezeigt, welcher der allgemeinen Verwendung dieser aus- 
gezeichneten Methode hinderlich ist. 


Methode von F. Pregl und A. Soltys. 


Bei der Methode nach F. Pregl und A. Soltys wird nach Verseifung 
mit wasseriger, 25°,iger Toluolsulfosiure die gewonnene Essigsaéure im 
Vakuum abdestilliert und iiber n/100 Natronlauge aufgefangen. Bei dieser 
Bestimmung kommt es im Reaktionskolben zur Bildung konzentriertester 
p-Toluolsulfoséure und einer Temperatur von 100°, so daB mit der Bildung 
von Schwefeldioxyd aus der p-Toluolsulfoséure gerechnet werden muB. 
Eine Zerst6rung des Verseifungsproduktes unter Bildung fliichtiger Ver- 
bindungen kommt nur dann in Frage, wenn das Erhitzen mit der kon- 
zentrierten Saéure zulange fortgesetzt wird. Um die entstehende schweflige 
Saéure zu binden, befindet sich zwischen Verseifungskolben und Kiihler 
ein U-Rohr, welches eine gesattigte Lésung von primaérem Natriumphosphat 
enthalt (auf Glasperlen verteilt) und welche die schweflige Séiure aufnimmt, 
wahrend die Essigsaéure daraus wieder abdestilliert werden kann. Zur Ent- 
fernung der Kohlenséure wird die vorgelegte Lauge auf saure Reaktion 
gebracht, 20 Sekunden gekocht und mit Phenolphthalein als Indikator auf 
erste Rotfairbung zuriicktitriert. Die Durchfiihrung der Bestimmung ist 
hier einfacher als nach der Methode von Freudenberg und Weber, die 
Apparatur jedoch sehr kostspielig. Es ist ein besonderes Verseifungs- 
kélbchen, ein dazu passendes Wasserbad, ein Silberkiihler und Quarz- 
kélbchen erforderlich. 


Wir haben uns mit der Acetylbestimmungsmethode nach Pregl- 
Soltys eingehend beschaftigt und festgestellt, daB trotz genauester 
Einhaltung der Arbeitsvorschrift die Zahl der Fehlanalysen die der 
richtigen Analysen bei weitem iiberwiegt. Eine weitere Untersuchung 
iiber die vorliegenden Fehlerquellen, welche der eine von uns gemeinsam 
mit O. Watzlawek ausfiihrte, zeigte, daB in erster Linie die Verwendung 
des primaren Phosphats an den Fehlresultaten Schuld tragt, worauf 
auch die Autoren hingewiesen haben. Das getrocknete Praparat ist 
staubfein, im Vakuum werden feinste Teilchen mitgerissen, gelangen 
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in den Kihler und somit zur Titration. Besonders gefahrlich wird in 
dieser Hinsicht ein Siedeverzug beim Abdestillieren der Essigsiure 
aus der Phosphatlésung. 

Durch die Verwendung von Glaswolle als Staubfilter (Pregl- 
Soltys) oder von Wattebauschchen, wie sie von uns verwendet wurden, 
schlieBlich durch einen Umbau des U-Rohres konnte eine wesentliche 
Verbesserung nicht erzielt werden. 


Acetylbestimmung auf jodometrischem Wege. 

AuBer den experimentellen Schwierigkeiten der Mikroacetyl- 
bestimmung, wie sie vorangehend beschrieben worden sind, bringt die 
Bestimmung noch eine weitere Anforderung mit sich, die man gern 
umgehen mochte; es ist dies die azidimetrische Bestimmung der Essig- 
siure. Fiir Substanzeinwagen von 4 bis 6 mg ist die peinlich genaue 
Titration der Essigsiure auf !/,9,cem n/100 Lauge erforderlich. Bei 
dem vorliegenden Flissigkeitsvolumen braucht man vier bis sechs 
kleinste Tréptchen, bis der erste merkbare rétliche Stich zum deutlich 
entscheidenden Umschlag wird; die genaue Titration (immer den 
gleichen Farbton zu treffen) ist fiir den Experimentator nicht einfach. 
Auch die Menge des zugefiigten Phenolphthaleins ist hier sehr wesentlich. 
Versuche, die ganze Mikroacetylbestimmung auf jodometrischem Wege 
durchzufiihren, waren naheliegend. Mit dieser Aufgabe, die von einer 
weitgehenden Vereinfachung der Bestimmung begleitet sein sollte, 
haben wir uns eingehend beschaftigt. 

Betrachtet man den gesamten Sachverhalt, so ergibt sich folgendes: 
Die Verseifung der Substanz mit p-Toluolsulfosiure und die quantitative 
Entfernung der Essigsiure durch Vakuumdestillation (Pregl-Soltys) 
geht einwandfrei und ohne Schwierigkeiten vor sich. Die Zersetzung 
des Verseifungsproduktes durch die hei®e, konzentrierte p-Toluol- 
sulfosiure laBt sich ohne weiteres verhindern, da das lange Erhitzen 
im Vakuum vollkommen iiberfliissig ist. Die Vertreibung der Kohlen- 
siure vor der Titration der Essigsiure ist lediglich Angelegenheit einer 
exakten experimentellen Uberpriifung und einer daraus sich ergebenden 
Arbeitsvorschrift. Als wesentlichste Frage bleibt somit nur die exakte 
Bestimmung der schwefligen Saure neben der Essigsaure. 

Nach einigen Vorversuchen wurde die Acetylbestimmung in 
folgender Weise durchgefiihrt: Die Verseifung der Substanz erfolgte 
mit wasseriger, 25°, iger p-Toluolsulfosiure, die gebildete Essigsaure 
wurde im Vakuum aus dem K6lbchen direkt in den Kiihler! abdestilliert. 


1 Das von Pregl-Soltys verwendete Silberkiihlrohr muBte durch ein 
solches aus Jenaer Gerateglas ersetzt werden, da das Silber die Oxydation 
der schwefligen Saure zu Schwefelsiure katalytisch bewirkt, ehe die Saure 
in die Jodvorlage kommt. 
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Als Vorlage dienten 5 cem einer n/100 Jodjodkaliumlésung, welche die 
schweflige Saéure zu Schwefelsiure oxydiert. Nach AbschluB der 
Destillation wurde die Jodlésung mit n/100 Thiosulfatlésung zuriick- 
titriert und so der Verbrauch an Jod bzw. die iibergegangene Menge 
schwefliger Saiure bestimmt. An diese Titration anschlieBend wurde 
die Lésung aufgekocht, um die Kohlenséure zu verdrangen, dann das 
Kélbchen sofort mit einem Natronkalkrohr abgeschlossen und ab- 
gekihlt. Zur gekihlten Lésung wurden einige Kubikzentimeter einer 
4°.igen Kaliumjodatlésung zugefiigt, das Kélbchen wieder mit dem 
Natronkalkrohr verschlossen und nach 20 Minuten das ausgeschiedene 
Jod zuriicktitriert. Die der Jodausscheidung zugrunde liegende Saure- 
menge ist nicht nur Essigséure, sondern auch Schwefelsiure und Jod- 
wasserstoffsaure. 

Bei der Oxydation der tibergehenden schwefligen Saure zu Schwefel- 
siure durch die vorgelegte Jodlésung wird die Jodwasserstoffsaure nach 
der Gleichung: 

H,SO, + J; + H,O = H,SO, + 2HJ 
gebildet. Ein Aquivalent n/100 H,SO, bedingt somit in der SchluB- 
titration zwei Aquivalente n/100 Séure. Da man den Jodverbrauch 
durch die schweflige Saure genau kennt, braucht man diesen Wert 
nur mit 2 zu multiplizieren und vom Ergebnis der SchluBtitration 
abzuziehen; der Rest fallt auf Essigsaure. 

Fir die praktische Durchfiihrung dieser Bestimmung war es natiirlich 
Bedingung, daB der Titer der vorgelegten Jodlésung unter dem EinfluB 
des Vakuums nicht verandert wird. Dies laBt sich erreichen, wenn man 
zu den vorgelegten 5cem n/100 Jodjodkaliumlésung noch 1 g Jod- 
kalium zufiigt; das Abdunsten des Jods wird dadurch auf ein Minimum 
herabgedriickt. Stellt man das GefiB iiberdies waihrend der ganzen 
Bestimmung in eine Schale mit Eiswasser, so ist der Jodverlust durch 
das Vakuum geringer als 0,01 ccm n/100 Jodlésung. 

Auch die Bedingungen fiir die Vertreibung der Kohlensiure ohne 
Essigsiureverlust wurden genau gepriift. In der ersten Versuchsreihe 
wurde ermittelt, wie groB der Verlust an Essigsiure durch verschieden 
langes Kochen der Lésung ist. Die Versuche wurden mit 5 bis 8 ecm 
einer annahernd n/100 Essigsiure durchgefiihrt, die Bedingungen 
waren somit strenger gewahlt, als es fiir die Acetylbestimmung erforderlich 
ist. Als Ergebnis zeigte sich, daB der Verlust an Essigsiure mit der 

Zeitdauer des Kochens rapid ansteigt. So ergibt sich nach 20 Sekunden 
langem Kochen ein Verlust von 3 bis 5°, nach 1 Minute bereits ein 
Verlust von tiber 25%. In den ersten 8 Sekunden dagegen war ein 
Verlust nicht regelmaBig nachweisbar. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde gepriift, wie lange man 
kochen muB, um die Kohlenséure vollkommen zu entfernen. Zu diesen 
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Versuchen wurde abgestandenes, destilliertes Wasser verwendet, dem 
einige Tropfen Starkelésung zugefiigt wurden. Auf Zusatz einiger 
Tropfen Kaliumjodidlésung und einiger Tropfen Kaliumjodatlésung trat 
sofort Blaufarbung ein, die sich rasch vertiefte. Wird das Wasser bis 
zum Sieden erhitzt, dann sofort gekiihlt, so ruft der Zusatz von Jodid- 
jodat erst nach 1 Minute eine schwache Blaufarbung hervor, die sich 
langsam vertieft. Wird das Wasser 5 Sekunden lang gekocht, nach 
dem Abkiihlen mit den Jodlésungen versetzt und unter VerschluB 
stehengelassen, so kann innerhalb 1 Stunde eine Blaufarbung nicht 
beobachtet werden. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurde bei allen Bestimmungen die 
Lésung bis zum Sieden erhitzt, dann genau 5 Sekunden lang wallen- 
gelassen, anschlieBend das Kélbchen sofort mit einem Natronkalkrohr 
abgeschlossen und im Wasserstrahl gekiihlt. 


Erfahrungen bei der jodometrischen Methode. 


Die Acetylbestimmungsmethode nach der vorangehend _ be- 
schriebenen Art wurde durch 1 Monat hindurch taglich erprobt, um die 
Methode auf ihre standige VerlaBlichkeit zu priifen bzw. auftretende 
Stérungen kennenzulernen. Es ergaben sich folgende Erfahrungen: 

1. Der Verbrauch an Jod durch die schweflige Saéure ist minimal; 
er betrigt 0,01 bis 0,1 cem n/100 Jodlésung (in der Regel 0,04 bis 
0,08 cem). Ein gréBerer Verbrauch an Jod deutet auf eine fehlerhafte 
Durchfiihrung der Bestimmung und ist oft gleichzeitig ein Zeichen fiir 
Verlust an Essigsiure. 

2. Der Zusatz von 1 g Jodkalium zur vorgelegten Jodlésung, die 


Kiihlung der Lésung mit Eiswasser und ein mit Wasser gut durchstrémter ' 


Kiihler sind unerlaBlicht Wird auf einen dieser drei Punkte nicht ge- 
achtet, ist ein verlaBliches Analysenresultat nicht mehr zu gewartigen. 

3. Von groBer Wichtigkeit ist die Geschwindigkeit des durch- 
ziehenden Luftstroms waihrend der Vakuumdestillation. Der Luft- 
strom muB vor der Destillation (abgekiihlte Apparatur) so eingestellt 
werden, daB in der Jodlésung nur eine Blase in | bis 2 Sekunden 
durchgeht. 

4. Auch die vollkommene Reinigung des Destillationskélbchens 
stellte sich als eine nicht zu umgehende Notwendigkeit heraus. Wird 
das Kélbchen nach der Bestimmung mit Wasser griindlich ausgewaschen 
und getrocknet, so hinterbleibt eine nicht sichtbare diinne, fettige 
Schicht, welche die ganze Innenwandung samt Ansatzréhrchen klebrig 
macht und bei der folgenden Bestimmung einen erhéhten Acetylwert 
bedingt. Das Kélbchen muB nach jeder Bestimmung ausgewaschen, 
dann mit heiBer Chromschwefelsaure griindlichst gereinigt und schlieBlich 
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mit Wasser gewaschen und getrocknet werden. Auch der Kiihler mu8 
durch Aufsaugen von heiBer Chromschwefelsiure des 6fteren gereinigt 
werden, damit das Destillat gut abflieBt. 


5. Fir Bestimmungen von Acetyl an Sauerstoff geniigt die von 
Pregl-Soltys angegebene Verseifungsdauer von 20 Minuten. Bei Acetyl 
am Stickstoff ist die Verseifung erst nach 1 Stunde quantitativ und 
muB der Sicherheit halber auf 1'/, Stunden ausgedehnt werden. 

Seit diese Erfahrungen gewonnen und _ beriicksichtigt wurden, 
sind in einer weiteren Reihe aufeinander folgender Analysen keine Fehl- 
resultate mehr aufgetreten. Herr Philip Groenewoud, welcher derzeit 
an unserem Institut arbeitet, hat die jodometrische Methode als erster 
iiberprift. Die von ihm zweifach ausgefiihrten Analysen von Penta- 
acetylglucose, Heroin, Acetanilid und Phenacetin (Einwagen 4 bis 7 mg) 
ergaben Resultate, welche von den theoretischen Werten maximal um 
0,25% abwichen. Nach den zahlreichen Analysen, die wir selbst aus- 
fiihrten, kann fiir diese Methodik die Fehlergrenze (Substanzeinwagen 
4 bis 7 mg) mit 0,3°, festgesetzt werden, obwohl bei exakter Arbeit 
Werte innerhalb 0,2 °, haufig sind. 


Die Apparatur. 


Die Apparatur ist in nebenstehender Abbildung wiedergegeben. Sie 
besteht aus drei Teilen: ReaktionsgefaB, Kiihler und Vorlage. 

Das ReaktionsgeféB ist ein kleiner Claisen-Kolben, dessen Kugel einen 
Durchmesser von 3 cm hat und bis zum Hals rund 12 ccm faBt. Der gerade 
Hals ist 7,5 em lang mit einem Durchmesser von 1 cm. Der gebogene Hals 
setzt 2cm iiber der Kugel an; zwischen beiden Halsen bleibt ein Abstand 
von 2cm. lem unter dem oberen Rand des gebogenen Halses schlieBt das 
Ableitungsréhrehen an. Es geht zunachst lem horizontal, dann in einem 
Winkel von 45° aufwirts und bildet ein Knie von 90°. Die beiden Schenkeln 
sind 2cm lang, das Lumen des Réhrchens ist rund 3mm. Die Dimensio- 
nierung und Form des ReaktionsgefaBes ist so gewahlit, daB ein Uber- 
spritzen von Toluolsulfosdure in den Kiihler ausgeschlossen ist. 

In den beiden oberen Offnungen des Kolbens sitzen je ein tadellos 
passender, durchbohrter Gummistopfen, von welchen einer eine dick- 
wandige Kapillare traigt (mit einem Durchmesser von 3mm und einem 
Lumen von 0,2 bis 0,3 mm), welches 2 bis 3mm iiber dem Boden des 
K6lbchens endet; durch den zweiten Stopfen geht ein kleiner Trichter mit 
Hahn, dessen Ablaufrohr die Biegung des Halses beinahe erreicht. 

Die Kapillare ragt 1 em iiber den Gummistopfen hervor. Uber dieses 
Stiick ist ein streng passender Vakuumschlauch gezogen, dessen oberer 
Teil mit Watte vollgestopft ist und einen Schraubenquetschhahn tragt, 
welcher zur Regulierung der Gasgeschwindigkeit dient. Die beiden Gummi- 
stopfen miissen aus bestem Material sein (nach lingerem Gebrauch aus- 
tauschen) und das Ké6lbchen tadellos verschlieBen, da sonst die Gas- 
geschwindigkeit (im Vorlagekélbchen) nicht regulierbar ist. 

Fiir die Bestimmung ist es wichtig, daB das ganze Kélbchen bis zum 
Knie des Ableitungsrohres im Wasserbad steht. Um dies zu erreichen, 
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bedient man sich am einfachsten einer gew6hnlichen Holzklemme mit 
Griff, wie sie zum Halten von Reagenzglaisern verwendet wird. Man klemmt 
das Kélbchen beim Ansatz des gebogenen Halses fest, so daB der Griff der 
Holzklammer zwischen beiden Halsen nach aufwarts geht. Den Griff der 
Holzklammer spannt man in eine Stativklemme. Sollte die Holzklammer 
schlecht schlieBen, legt man um die beiden 
Halse eine Schlinge aus diinnem Blumen- 
draht. Durch diese Einrichtung kann 
man das Kélbchen beliebig tief in das 
Becherglas setzen, ohne mit der Metall- 
klammer anzustoBen. 


Das Becherglas faBt 500 ccm und 
ist in der Form so gewahlt (8 cem Durch- 
messer, 11 cm hoch), daB das ganze 
Kélbchen bequem Platz hat und das 
Kniestiick des Ableitungsréhrchens am 
Schnabel des Becherglases beinahe auf- 
liegt. 

Der Kiihler. Das Kiihlrohr ist aus 
einem Stiick Jenaer Gerateglas gebogen, 
von gleicher Dimensionierung wie das 
Ableitungsréhrchen des Kolbens. Der 
obere Teil des Kiihlrohres, welcher an 
das Kélbchen anschlieBt, ist 7,5 em lang 
und bildet einen Winkel von 45° zur 
Senkrechten. Der senkrechte Teil richtet 
sich nach der Lange des Kiihlmantels; 
dieser soll 20 bis 25cm betragen. Der 
unter dem Kiihlmantel vorstehende Teil 
des Kiihtrohres wird zweckmaBig so lang 
gewahlt, daB er mit seinem unteren Ende 
vom Boden des Vorlagekélbchens einige 
Millimeter entfernt ist, wenn der Gummi- 
stopfen des Kélbchens beim Gummi- 
stopfen des Kiihlmantels anst6Bt. Dies 
hat den Vorteil, daB man zu Beginn 
der Destillation die Schale mit dem Eis- 
wasser nicht zu entfernen braucht, um 
zu sehen, wie tief das Kiihlrohr in die 
Fliissigkeit eintaucht, sondern einfach das 
K6lbchen hinaufschiebt, bis der Gummi- 
stopfen anstoBt 











Das Vorlagekélbchen hat die in der Zeichnung wiedergegebene Form, 
ist 11 bis 12 cm lang und faBt 50 bis 70cem. Wir verwendeten solche aus 
durchsichtigem Quarz (Pregl-Soltys) und auch solche aus Jenaer Geriteglas. 
Fiir die jodometrische Bestimmung ist das Quarzk6lbchen nicht erforderlich. 
Zum Ké6lbchen gehért ein tadellos sitzender, durchbohrter Gummistopfen, 
welcher ein Natronkalkréhrchen tragt, ferner ein einseitig abgeklemmtes 
Schlauchstiick, welches das Ansatzréhrchen verschlieBt. 


Die gesamte Apparatur mu8 so hoch aufgestellt werden, dai das 
Vorlagekélbchen 15 bis 20 em von der Tischplatte entfernt ist. Die Schale 
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mit dem Eiswasser stellt man auf mehrere Holzplatten, um die Héhe der- 
selben verandern zu k6énnen. 

Zum Ablassen des Wassers aus dem Becherglas bedient man sich eines 
Hebers, welchen man aus einem zweimal rechtwinklig gebogenen Glasrohr 
von nicht zu engem Lumen selbst herstellt. Der eine Schenkel soll 15 em, 
der andere 25cm lang sein, der Abstand der beiden Schenkeln voneinander 
10em. Uber den langeren Schenkel zieht man ein Stiick Gummischlauch 
als Warmeisolierung. 


Die Ausfiihrung der Bestimmung. 
Vorbereitung zur Analyse. 


Zur Vorbereitung wird zunichst das Reaktionskélbchen gereinigt. 
Man wascht zunichst wiederholt mit Wasser, fiillt dann das Kélbchen 
bis zum Kniestiick des Ableitungsréhrchens mit Chromschwefel- 
siure! voll und stellt es fiir 10 Minuten in ein siedendes Wasserbad. Beim 
Entleeren der heiBen Saure soll hauptsichlich das Ableitungsréhrchen 
gut ausgespiilt werden. Das Kélbchen wird mit Wasser griindlich nach- 
gewaschen, dann mit dem Ableitungsréhrchen an die Saugpumpe 
geschaltet und unter Durchsaugen eines Luftstromes iiber der Flamme 
getrocknet. In das Ableitungsréhrchen des Kélbchens (horizontaler Teil) 
schiebt man ein lockeres Wattebduschchen, welches eine weitere Sicherung 
gegen Uberspritzen oder Uberkriechen von Toluolsulfosiure darstellt. 


Ist der Kiihler neu oder einige Zeit nicht in Gebrauch, so muB er 
ebenfalls mit heiBer Chromschwefelsiure ausgespiilt und mit heiBem 
Wasser griindlichst nachgewaschen werden. 


Die Einwage. 

Die Einwage der Substanz (4 bis 7 mg) erfolgt in einem Mikro- 
porzellanychiffchen (0,6 cm breit, 0,12em lang). Das Schiffchen mit 
Substanz wird in das horizontal liegende Kélbchen gelegt, mit einem 
Glasstab oder Spatel langsam hineingeschoben, bis es in die Kugel 
rutscht. Dann stellt man das Kélbchen aufrecht und klopft mit dem 
Finger einige Male an die Wand, bis das Schiffehen umkippt und die 
Substanz auf dem Boden des GefaBes zu liegen kommt?. 


Zusammenstellung der Apparatur. 


Nach erfolgter Einfiillung der Substanz laBt man mit Hilfe einer 
Pipette, welche bis in die Kugel reicht, 1 cem einer 25°, igen wasserigen 
Lésung von p-Toluolsulfosiure in das Kélbchen flieBen, ohne den Hals 
zu benetzen. 


1 Auflésung von gepulvertem Kaliumbichromat in konz. Schwefelsaure. 
2 Diese Art der Substanzeinwage wurde bei der Mikro-Kjeldahl- 
Bestimmung schon lange verwendet und ist die einfachste und beste Methode. 
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Bei Analyse halogenhaltiger Acetylverbindungen gibt man nach 
Freudenberg: bis zu 30 mg toluolsulfosaures Silber zu. 

Dann fiihrt man den Gummistopfen mit der Kapillare ein, wobei 
man das Schiffchen etwas beiseite schiebt, so dab es neben der senkrecht 
stehenden Kapillare zu liegen kommt. Wie friiher erwihnt, reicht die 
Kapillare bis auf einige Millimeter itiber den Boden. Der Quetschhahn 
zur Gasregulierung ist vollkommen geschlossen. In die Offnung des 
gebogenen Halses bringt man den Gummistopfen mit dem Trichter, 
dessen Hahn mit Vaseline geschmiert ist. Beide Gummistopfen miissen 
dicht schlieBen. Uber den auBeren Schenkel des Ableitungsréhrchens 
schiebt man ein 3cm langes, mit Wasser gut gewaschenes Gummi- 
schlauchstiick. 

Das Kélbchen wird in die Holzklemme gespannt (eventuell mit einer 
Drahtschlinge versehen) und diese in der Stativklammer befestigt. 
Nun schiebt man den gut ausgewaschenen Kiihler so an das Kélbchen, 
daB die beiden Réhren sich geradlinig, Glas an Glas, beriihren, fixiert 
diese Stellung und schiebt das Gummischlauchstiick iiber die Ver- 
bindungsstelle. 

Als nachstes bereitet man das Eiswasser vor. Die Schale wird mit 
kleingeschlagenem Eis beinahe vollgefiillt, dann mit Wasser versetzt, 
bis dasselbe die halbe Schalenhéhe erreicht. 

In das gereinigte, trockene Vorlagekélbchen bringt man 1 g Jodkali 
und 148t dann aus der Mikrobiirette genau 5 ccm der annahernd n/100 
Jodlésung zuflieBen, schwenkt um, bis sich das Jodkali gelést hat und 
schlieBt das Kélbchen an den Kiihler. Man schiebt es so hoch, 
daB das Ende des Kiihlrohres 1 em von der Oberfliche der Jodlésung 
entfernt ist und stellt sofort das vorbereitete Eiswasser zurecht, in 
welcher die Vorlage wihrend der ganzen Bestimmung verbleibt. An- 
schlieBend dreht man den Kiihler auf und laéBt das Wasser lebhaft 
laufen. 

SchlieBlich stellt man das Becherglas unter das Reaktionskélbchen 
so, daB letzteres mit dem Kniestiick des Ableitungsrohres am Schnabel 
des Becherglases beinahe aufsitzt (siehe Abbildung). Man fiillt das 
Becherglas bis zwei Drittel seines Volumens mit Wasser und erhitzt 
mit kraftiger Flamme (Drahtnetz ohne Asbest). 


Die Verseifung. 

Sobald das Wasser aufkocht, dreht man die Flamme kleiner, um 
es im ruhigen Sieden zu erhalten. Bei Bestimmungen von Acetyl am 
Sauerstoff l48t man 20 Minuten kochen; bei Bestimmung von Acety] 
am Stickstoff 1'/, Stunden. 


' K. Freudenberg u. E. Weber, 1. c¢. 
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Erste Destillation. 


Nach Ablauf der Verseifungszeit entfernt man die Gasflamme, 
nimmt den Heber, fiillt ihn mit Wasser, verschlieBt den langeren 
Schenkel mit dem Daumen, taucht den kiirzeren Schenkel in das Becher- 
glas ein und lat das ganze heiBe Wasser abflieBen. Dann fiillt man das 
Becherglas bis knapp unter dem Rand mit kaltem Wasser voll. Nun 
verbindet man das Vorlagekélbchen mit der Wasserstrahlpumpe, 
schaltet eventuell eine Waschflasche als Sicherung gegen zuriick- 
steigendes Wasser dazwischen. 


Die Wasserstrahlpumpe wird allmahlich aufgedreht und nun ab- 
gewartet, bis sich nach einigen Minuten das erreichbare Vakuum ein- 
gestellt hat. Erst dann schiebt man die Vorlage hoch, so daB das Kiihl- 
rohr bis auf wenige Millimeter vom Boden entfernt in die Jodlésung 
eintaucht. Die Eiswasserschale erhéht man ebenfalls um ein gleiches 
Stiick. 

Die nun folgende Regulierung des Gasstroms ist von gréBter 
Wichtigkeit; man erfaBt den Schraubenquetschhahn an der Kapillare, 
6ffnet langsam, bis einzelne Gasblasen durch die Toluolsulfosaure gehen. 
Nun beobachtet man genau die Gasgeschwindigkeit in der vorgelegten 
Jodlésung (eventuell senkt man fiir einige Sekunden die Eiswasser- 
schale). 

Der Gasstrom wird so einreguliert, daB nur eine Blase in 1 bis 
2 Sekunden durch die Jodlésung geht. Man kontrolliert denselben durch 
einige Minuten. Ergeben sich hier Schwierigkeiten, so ist die Apparatur 
irgendwo undicht; Gummistopfen, Quetschhahnregulierung oder Glas- 
hahn des Trichters. 


: Ist die Gasgeschwindigkeit eingestellt, beginnt man wieder unter 
dem Becherglas zu heizen. In der Regel ist die Fliissigkeit im Reaktions- 
kolben schon vollkommen abdestilliert, ehe das Wasser zu sieden be- 
ginnt. Man wartet das Kochen des Wassers ab und lapt genau 5 Minuten 
lang sieden. Dann entfernt man wieder den Brenner und hebert das 
heiBe Wasser ab. 

Zweite Destillation. 

Zur quantitativen Uberfiihrung der Essigsaiure ist, wie bei der 
Methode von Pregl und Soltys, eine zweite Destillation erforderlich. 
Zum Unterschied von der ersten Destillation ist jetzt das Vakuum 
bereits vorhanden und das Kiihlrohr taucht in die Jodlésung. Das 
Einfiillen von kaltem Wasser in das Becherglas ist daher vorsichtig durch- 
zufiihren, damit die Jodlésung nicht in das Kiihlrohr zu weit zuriicksteigt. 

Man laBt zunaichst das kalte Wasser langs der Wandung des Becher- 
glases zuflieBen, bis es den Boden des Kélbchens erreicht. Dann fiillt 
man nach und nach héher, wihrend man standig die Jodlésung beob- 
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achtet. Zeigt sich ein Zuriicksteigen, 6ffnet man voriibergehend etwas 
mehr den Quetschhahn an der Kapillare, um die Lésung in die Vorlage 
zuriickzubringen. Ist schlieBlich das Becherglas bis knapp unter dem 
2ande mit kaltem Wasser gefiillt, laiBt man aus dem Trichter tropfen- 
weise rund 1 cem Wasser in das K6élbchen zuflieBen. Dann kontrolliert 
man wieder durch einige Minuten die Gasgeschwindigkeit im Vorlage- 
kélbchen, reguliert sie eventuell von neuem ein. 

Ist alles in Ordnung, beginnt man wieder unter dem Becherglas 
zu heizen und 1aBt schlieBlich, wie bei der ersten Destillation, das 
Wasserbad 5 Minuten kochen. 


Abseblu8 der Bestimmung. 


Nach AbschluB der zweiten Destillation geht man folgender- 
mafen vor: 

1. Man stellt die Eiswasserschale auf den Boden und schiebt die 
Vorlage so tief herab, daB das Kiihlerende 3cm iiber der Jodlésung 
steht. Nachher la8t man die Vorlage wieder in Eiswasser eintauchen. 

2. Man klemmt den Vakuumschlauch in unmittelbarer Nihe des 
Vorlagekélbchens ab. 

3. Man entfernt den Brenner und hebert das heiBe Wasser aus dem 
Becherglas ab. Dann fiillt man das Becherglas wieder mit kaltem 
Wasser voll und 1aBt neuerlich aus dem Trichter Wasser in das kalte 
Reaktionskélbchen langsam zutropfen. Der Hahn des Trichters ver- 
bleibt in seiner Stellung, damit nach Ablauf des Wassers langsam 
Luft nachstrémen kann. ; 

4. Sobald das Vakuum aufgefiillt ist und im Reaktionskolben 
keine Luftblasen mehr durchgehen, zieht man den Druckschlauch vom 
Vorlagekélbchen ab. 

5. Man schiebt das Schlauchverbindungsstiick zwischen Reaktions- 
kolben und Kiihler zur Seite und dreht den Kiihler nach vorn. 

6. Das Kihlrohr wird mit destilliertem Wasser einige Male aus- 
gespritzt, dann das Vorlagekélbchen vom Stopfen abgenommen (Eis- 
wasserschale wegstellen) und das untere Ende des Kiihlrohres auBben 
gut abgespritzt. Das Ausspiilen des Kiihlrohres innen, desgleichen das 
Abspritzen auBen soll griindlich geschehen, jedoch so, daB die Vorlage 
héchstens halb voll wird. 


Die Titrationen. 


Die vorgelegte Jodlésung wird mit n/100 Thiosulfatlésung zunachst 
auf helle Gelbfairbung, dann unter Zusatz von etwas Starkelésung zu 
Ende titriert. Mit Erreichung der hellblauen Farbe titriert man nur 
mehr mit kleinsten Trépfchen ('/,9)ccm), die man an der Biiretten- 
spitze austreten laBt und durch Eintauchen der Lésung wegnimmt. 
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Nach jedem Zusatz wartet man ein paar Sekunden (unter standigem 
Schwenken), da die Umsetzung bei den minimalen Mengen Jod, die 
noch vorhanden sind, langsamer vor sich geht. Die Jodlésung laBt sich 
ohne jede Schwierigkeit auf !/,9) ccm genau titrieren. 

Nach Beendigung der Titration verschlieBt man das Ansatz- 
réhrehen des Kélbchens mit einem abgequetschten Schlauchstiick, legt 
das Natronkalkréhrchen zurecht und beginnt auf freier Bunsenflamme 
(nicht zu groB, ohne Kegel) bei schrag gehaltenem Kélbchen zu erhitzen. 
Sobald die Lésung kocht und die Oberfldche zu wallen beginnt, zihlt man 
5 Sekunden aus, verschlieBt dann sofort mit dem Natronkalkréhrcehen 
und kihlt unter dem Wasserstrahl vollkommen ab. 

Zur abgekiihlten Lésung gibt man 1 bis 2 cem einer 4°,,igen. Kalium- 
jodatlésung!, verschlieBt wieder mit dem Natronkalkrohr und \laBt 
unter gelegentlichem, leichtem Umschwenken 20 Minuten stehen. 
Zweckmabig stellt man das Kélbchen in eine passende Reibschale. 

Wahrend der Wartezeit priift man den Titer der Jodlésung. Man 
laBt genau 5 ccm Jodlésung in ein 50 ccm fassendes, reines Erlenme yer- 
Kélbchen abflieBen, versetzt mit 1 g Kaliumjodid und fiigt nach dem 
Auflésen 2 bis 3 Tropfen? verdiinnter Essigsiure zu. Das Kélbchen 
wird 15 Minuten zugedeckt stehengelassen und dann mit n/100 Thio- 
sulfatlésung genau zuriicktitriert. 

Vom Thiosulfatverbrauch dieser 5 ccm Jodlésung subtrahiert man 
den Thiosulfatverbrauch der bei der Bestimmung vorgelegten Jod- 
lésung. Die Differenz ergibt das Aquivalent der schwefligen Saure. 
Wie friiher erwahnt, betrigt diese bei richtig durchgefiihrten Be- 
stimmungen 0,01 bis 0,1 cem n/100 Thiosulfat. Die gefundene Differenz 
wird mit 2 multipliziert und vom Ergebnis der folgenden Endtitration 
abgezogen. 

_Nach Ablauf der 20 Minuten Wartezeit titriert man das im Vorlage- 
kélbchen ausgeschiedene Jod (welches die Fliissigkeit infolge der an- 
wesenden Starke schmutziggriin firbt) zunichst auf blauen Farbton, 
dann sehr vorsichtig auf Entfairbung. Von dem Verbrauch der n,/100 
Thiosulfatlésung wird das friiher berechnete doppelte Aquivalent der 
schwefligen Saure in Abzug gebracht. 

Fir die Durchfiihrung der Bestimmung ergibt sich durchschnittlich 
folgender Zeitverbrauch: Die Vorbereitung der Apparatur, die Einwage 
und die Zusammenstellung bis zur Verseifung beansprucht durchschnittlich 
1 Stunde; die Verseifung je nach dem Praparat 20 Minuten oder 


' Die 4°,ige Kaliumjodatlésung wird durch Auflésen eines analysen- 
reinen Praiparats in gut ausgekochtem und dann abgekiihltem destilliertem 
Wasser hergestellt. Aufbewahrung in brauner Flasche mit Gummistopfen. 

2 Diese Vorschrift ist genau einzuhalten, da zuviel Saure Jodabscheidung 
aus dem Jodid bedingen kann. 
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1'/, Stunden; die beiden Destillationen, der Abschlu8 der Bestimmung bis 
zur Titration der Jodlésung rund 45 Minuten. Insgesamt braucht man fiir 
Bestimmungen von Acetyl am Sauerstoff 2 Stunden 30 Minuten, fiir Be- 
stimmungen von Acetyl am Stickstoff 3'/, Stunden. 

Nach Abschlu8 der Bestimmung wird die Apparatur zerlegt, der 
Vakuumschlauch samt Quetschhahn von der Kapillare abgenommen und 
diese durch Durchsaugen von Wasser gereinigt. Desgleichen muB auch der 
Trichter mit destilliertem Wasser gewaschen werden. Die Reinigung der 
iibrigen GefaBe wurde friiher beschrieben. 


Berechnung der Analyse: 


Gesucht CH,CO; gefunden x cem n/100 Thiosulfat. Log. Faktor 
63370. 
Normallésungen, 


Die zur Verwendung kommende n/100 Jodlésung wurde durch Auf- 
lésen von 1,3 g Jod (roh abgewogen) in konzentrierter Kaliumjodidlésung 
und nachtragliches Verdiinnen auf ein Liter hergestellt. Die Lésung wird 
mit der n/100 Thiosulfatlésung nur verglichen und, falls sie besonders stark 
abweichen sollte, der Thiosulfatlésung genihert. Der genaue Titer der 
Jodlésung wird bei Ausfiihrung der Bestimmung jedesmal neu ermittelt. 

Die n/100 Thiosulfatlésung wird durch Verdiinnen einer n/10 Thio- 
sulfatlésung taglich frisch hergestellt. Die n/10 Thiosulfatlésung enthalt 
10cem reinen Amylalkohol pro Liter zur Stabilisierung des Titers’. Die 
Lésung wird in der Standflasche (Jenaer Glas) einer 10 cem fassenden Mikro- 
biirette mit automatischer Nullpunktseinstellung aufbewahrt. Aus der 
Biirette werden 10 ccm in einen 100 ccm fassenden MeBkolben abgelassen, 
bis zur Marke mit ausgekochtem Wasser verdiinnt und griindlichst durch- 
mischt. Der Titer dieser n/100 Thiosulfatlésung wurde durch mehrere 
Einwagen (10 bis 20 mg) reinsten Kaliumbijodats gestellt. Die Uberpriifung 
des Titers nazh einigen Monaten ergab eine ausgezeichnete Konstanz. Zur 
Titerstellung mit Bijodat darf nur gut ausgekochtes Wasser verwendet 
werden. 

Es ist klar, daB zur Verdiinnung der n/10 Thiosulfatlésung immer nur 
der gleiche MeBkolben verwendet werden darf, mit welchem die Titerstellung 
vorgenommen wurde. Die verwendeten Mikrobiiretten haben Glashahn 
und besonders lange AusfluBkapillaren, damit man beim Titrieren im Vor- 
lagekélbchen dieselben in die Lésung eintauchen kann. Das Ablesen der 
Biiretten erfolgte immer 2 Minuten nach der Titration bzw. Entnahme. 
Es mu streng darauf gesehen werden, da8 die Biiretten durch 6fteres 
Behandeln mit heiBer Chromschwefelséure rein erhalten und die Fliissig- 
keiten ohne die geringste Trépfchenbildung abflieBen. 


Anwendungsbereich. 


Die Mikroacetylbestimmung auf jodometrischem Wege ist fiir alle 


Substanzen anwendbar, bei denen das entstehende Verseifungsprodukt 
nicht fliichtig ist. In diesen Bereich gehéren die gesamten Verbindungen 


1 ©, Mayr u. A. Kerschbaum, Zeitschr. f. analyt. Chem. 73, 321-352, 
1928. 


1 * 
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mit Acetyl am Stickstoff, da die entstehenden Verseifungsprodukte durch 
die Toluolsulfosiure salzartig zuriickgehalten werden. Ferner die 
Acetylverbindungen der Kohlenhydrate bzw. ihrer Derivate und alk 
ibrigen Verbindungen mit Acetyl am Sauerstoff, bei denen das Ver- 
seifungsprodukt bei Wasserbadtemperatur und dem durch eine Wasser- 
strahlpumpe erreichbaren Vakuum noch nicht fliichtig ist. 


Analysen. 
Pentaacet ylglucose, Theorie 55,13° , CH,CO. 

Substanzeinwage, .... . . 4,169mg, 5,129 mg, 
Jodverbrauch . ...... . 0,02cem, 0,08cem, n/100 Jodlésung 
Gesamteaciditét ....... 5,39 ,; 6.76 .. n/100 Thiosulfat 
eae ear ee ae ae 6.60 ., n/ 100 

gefunden: 55,21°,, 55.37°,, CH,CO. 

Heroin (Diacetylmorphin). Theorie 23,29°, CH,CO. 

Substanzeinwage. .... . . 6.145mg, 6,043 mg, 
Jodverbrauch ....... . O0lecem, 0,005cem, n/100 Jodlésung 
Gesamtacidit&t . . . ... « » B88 5 3.29 ., n/100 Thiosulfat 
oie een ane & alee aa n/ LOO 

gefunden: 23,17°,, 23,35°, CH,CO. 


Acetanilid. Theorie 31,84°%,, CH,CO. 


Substanzeinwage. . ... . . 6,459mg, 4,275 mg, 
Jodverbrauch ....... . 0,04ceem, 0,04cem, n/100 Jodlésung 


Gesamtaciditét ....... 487 ,, 333 x n/100 Thiosulfat 
OE Eee ee ee | i) n/100 rs 


, CH,CO. 


gefunden: 31,90°,, 31,70°, 


Phenacetin. Theorie 24,01°., CH,CO. 


Substanzeinwage. ... . . . 7,88lmg, 4,260 mg, 

Jodverbrauch ....... . 0.04cem, 0,005cem, n/100 Jodlésung 
Gesamtaciditét ....... 4,43 ,, 2.37 ,, n/100 Thiosulfat 
PN 5 a 8 ee See 2.36 , =.n/100 


gefunden: 23,75°,, 23,83°, CH,CO. 
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Die Herstellung optisch identischer Lésungen 
verunreinigter Farbstoffe mit Hilfe des Stufenphotometers. 
Von 
Carl Urbach. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 6. Juni 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Der Biochemiker ist oft vor die Aufgabe gestellt, eine bestimmte 
Farbstofflésung wiederholt herzustellen. Bisher war dies ziemlich 
schwierig, wenn es sich um Farbstoffe handelte, die keineswegs als che- 
misch rein ansprechbar waren und schon auf dem Herstellungswege 
quantitativ nicht faBbare Verunreinigungen enthielten, deren Menge 
bei jeder Herstellungsserie wechselte. In diesem Falle versagen die 
iiblichen Methoden, und erst bei Verwendung spektralphotometrischer 
Apparaturen und besonderer Vorschriften ist es méglich, eine optisch 
identische Lésung dieses Farbstoffs immer wieder herzustellen. 

Wir besitzen nun im Pulfrich-Photometer der Firma Carl Zeiss 
(Jena) ein vorziigliches Instrument, das die teueren und groBen spektral- 
photometrischen Apparaturen vollkommen ersetzt. Von einer aus- 
fiihrlichen Beschreibung des auBerordentlich praktischen und _ einfachen 
Apparates sei hier unter Hinweis auf eine spezielle Monographie (1) 
und die dort angegebene Literatur abgesehen. Ebenso liegt es nicht 
im Rahmen dieser Veréffentlichung, auf die groBen Vorteile des Pulfrich- 
Photometers gegeniiber den Colorimetern hinzuweisen -—— diesbeziiglich 
siehe die zusammenfassende Darstellung (2) —, sondern hier sei nur 
an einem Beispiel die Methode geschildert, die die wiederholte Her- 
stellung einer optisch identischen Farbstofflésung erméglicht, deren 
Farbstoff Verunreinigungen enthalt, die auf dem Herstellungswege 
dem Priparat unvermeidlich beigefiigt sind und quantitativ variieren. 


Ein solcher Farbstoff ist z. B. das Titangelb A nach Kolthoff (Griibler), 
das mit dem Azidingelb 5 G, Clayton Yellow und mit dem Farbstoff Titangelb 
(B. D.H.) identisch ist (3) und durch Kupplung von 1 Mol diazotierter 
Dehydrothio-p-toluidinsulfosiure (oder Primulin) mit 1 Mol Dehydrothio- 
p-toluidinsulfosdéure in essigsaurer Lésung hergestellt wird (4). 
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Wenn man Magnesiumhydroxyd bei Anwesenheit von Titangelb fallt, 
so wird der Farbstoff an der Oberflache des Hydroxyds in dunkelroter 
Form festgelegt. Das Titangelb verhalt sich also als ,,Adsorptionsindikator‘*?. 
Fiigt man zu einer Lésung ein wenig Titangelb und macht darauf mit 
Natronlauge alkalisch, so schlagt die gelbe Farbe in Ziegelrot um, wenn 

Magnesium vorhanden ist. Man kann die Reaktion 


G9 sowohl bei kleiner wie groBer Alkalitaét ausfiihren, 
i a ,wobei hervorzuheben ist, daB die Reaktion mit 
G8} steigender Alkalitaét empfindlicher wird (5)**. Titan- 


gelb mit NaOH allein gibt eine intensive orange- 
gelbe Farbe. 

Damit war die einzuschlagende Richtung der 
Versuche gegeben. Wir konnten den optischen Ein- 
fluB einer variierenden Titangelbkonzentration auf 
eine konstante Menge von Natronlauge einerseits 
(Versuchsreihe 1) bzw. andererseits auf eine kon- 
stante Menge von Natronlauge und Magnesium (Ver- 
suchsreihe 2) studieren. Gelang es uns, einen gesetz- 
maéBigen Zusammenhang zu ermitteln, so war es 
G3 méglich, eine optisch identische Titangelblésung 
herzustellen. Schon jetzt sei vorweggenommen, 
At} | daB die Versuche in der einen Richtung (Versuchs- 
reihe 1) ungiinstiger ausfielen, da die Extinktions- 
koeffizienten keine Gerade, sondern eine parabel- 


Sigh eih 





neg. Log. a burchles: 











‘ ahnliche Figur ergaben, die fiir Interpolationszwecke 
minder geeignet ist. Selbstredend war im Prinzip 

a a ar a a auch die Anwendung der Methode I durchaus 
com Mangelblosung méglich. Wir entschieden uns aber gerade in diesem 
Abb. 1. Falle, aus nicht naher zu behandeltem Thema ge- 
Eichkurve der negativen hoérigen und deshalb auch hier nicht erérterten 
Logarithmen der Dureh- — Griinden fiir die Methode LI, obwohl durchaus offen 
pr sq we — bleiben moége, daB in anderen Fallen die Methode I 
gelblisung, die pro  vrascher zum Ziele fiihrt. Diese Versuchsreihe 2 fiel 
30cem6cemMagnesium- sehr giinstig aus und wurde folgendermaBen durch- 


sulfatlisung (1 ecm = 


refiihrt : 
0,01 mg Mg), 10cem einer 8 


2n NaOH-Lisung und 
steigende Mengen von 
etwa 0,02°/, Titangelb 
enthalt. Gemessen gegen 
H,0. Filter S 50. 
Schichtdicke 20 mm. 


Zu einer konstanten Magnesiummenge (0,06 mg) 
wurden steigende Mengen einer Titangelblésung 
hinzugefiigt und nach Zugabe von Agar und NaOH - 
Lésung stufenphotometrisch unter Vorschaltung 
des Filters S 50 bei einer Schichtdicke von 20 mm 


gegen Wasser gemessen. Aus Abb. 1 ist zu _ er- 
sehen, daB tatsachlich ein einfacher gesetzmaBiger (linearer) Zusammen- 
hang zwischen Intensitét der Farbung und Titangelbkonzentration bei 
konstanter Magnesiummenge besteht, der eine bequeme Herstellung einer 
bestimmten Konzentration immer wieder erméglicht. Aus dem _ steilen 
Verlauf der Geraden ist aber auch zu ersehen, daB mit peinlichster 
Sorgfalt (Mikrobiiretten, geeichte Pipetten usw.) gearbeitet werden muB, 
da schon die Differenz eines Tropfens wesentliche Verschiebungen der 
Extinktion zur Folge hat. 


1 Ubersicht und Literatur iiber die Adsorptionsindikatoren vgl. J. M. 
Kolthoff, Die MaBanalyse 1, 104, Berlin, Verlag Julius Springer, 1927. 
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Filter S 50. 


Schichtdicke 20 mm. 


Tabelle I. 


D 


Trommelablesewert. 


Titangelb 


in Kubikzentimeter einer Lésung mit dem Extinktionskoeffizienten 0,415. 
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450 C. Urbach: 


Tabelle I (Fortsetzung). 











D ecm D ecm D ccm 
29,6 1,85 30,8 1,72 32.0 1,61 
29,7 1,54 30,9 1,71 32,1 1,60 
29,8 1.83 31,0 1,70 32,2 1,59 
29.9 1,82 31,1 1,69 32.3 1,58 
30,0 1,51 31,2 1.68 32,4 1,57 
30,1 1.80 31,3 1,68 32,5 1.56 
30,2 1,79 31,4 1,67 32.6 1,55 
30.3 1,78 31,5 1,66 32.7 1,54 
30,4 4 31,6 1,65 32.5 1,53 
30,5 1,76 $1,7 1,64 32,9 1,52 
30,6 1,75 31,8 1,63 33,0 1,51 
30,7 1,74 31,9 1,62 33,1 1,51 


Es sei nun z. B. eine bestimmte Titangelblésung immer wieder 
herzustellen, von der 4cem mit 0,06mg Magnesium versetzt, nach 
vorschriftsmaBiger, weiter unten geschilderter Behandlung eine Ex- 
tinktion von 0,415 ergeben, wobei als Ausgangspraparat Titangelb 
verschiedener Herstellungsserien zur Verarbeitung kommt (unter 
Extinktion ist hier der Extinktionskoeffizient, d.h. der negative 
Logarithmus der Durchlassigkeit, bezogen auf Schichtdicke lem zu 
verstehen). 

Folgende Reagenzien sind erforderlich: 

I. Magnesiumsulfatlésung (1 cem = 0,01 mg Mg). 

IT. Agarlésung. 

Ill. 2n NaOH-Lésung (8 °,). 


Yu ll. 10,14¢ MgS0O,.7H,O werden eingewogen und auf | Liter 
aufgefiillt. 1 cem dieser Lésung enthalt | mg Mg. Diese Lésung wird 1: 100 
verdiinnt (1 cem 0,01 mg Mg). 

, Zull. 0,5 g Agar werden in 200 cem H,O etwa 2 Stunden im Wasserbad 
erhitzt, durch Leinen filtriert und 2 Tage lang bei 40 bis 50°C in Hiilsen 
Nr. 579 von Schleicher & Schill in 0,1°.,ige H,SO, dialysiert, wobei das 
Bad nach 24 Stunden gewechselt wird. Dann wird filtriert. Das Filtrat 
ist die haltbare Agarlésung, die vor Gebrauch noch auf 40°C erwirmt 
werden soll. 


Nun geht man so vor: Etwas mehr als 1 g Titangelb A nach Kolthoff 
(Griibler & Co.) werden in 200 ccm kaltem Wasser aufgelést und auf 
1000 cem aufgefiillt. 20 cem dieser Lésung werden auf 100 ccm ver- 
diinnt. So erhalt man eine ungefahr 0,02 °,ige Lésung. 6 ccm (0,06 mg 
Mg) der Magnesiumsulfatlésung (I) werden in einen MeBkolben ab- 
pipettiert und mit so viel Wasser versetzt, da nach (zeitlich spiterer) 
Zugabe von 2cem einer auf 40°C erwirmten Agarlésung (II), 3 bis 
4ccem der hergestellten Titangelblésung und 10 cem 2 n NaOH (IIT) 
ein Gesamtvolumen von 30 ccm erreicht wird. Nun wird bei Schicht- 
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dicke 20 (mm) unter Vorschaltung des Filters 8 50 gegen H,O photo- 
metriert. Dem ermittelten negativen Logarithmus entspricht in der 
Eichkurve (Abb. 1) bzw. dem direkten Ablesewert in der Tabelle I 
eine bestimmte Anzahl von Kubikzentimeter der herzustellenden 
Titangelblésung. Hat man also z. B. bei der Untersuchungs-Titangelb- 
lésung einen negativen Logarithmus von 0,69 gefunden, so entspricht 
derselbe 3. cem der herzustellenden Lésung. Daraus folgt, daB man, 
um auf die gewiinschte Titangelblésung zu kommen, statt der in diesem 
Falle verwendeten 4 ccm 1°/, ccm, das ist 5,33 ccm der verwendeten 
Lésung nehmen miibte, oder sich eine neue Lésung herstellen muB, 
von der man nicht 20 ccm, sondern 26,6 cem auf 100 ccm verdiinnt. 


Kurze Zusammenfassung. 

An dem Beispiel des Titangelbs wird eine Methode beschrieben, 
die unter Verwendung des Stufenphotometers die wiederholte Her- 
stellung optisch identischer Lésungen verunreinigter Farbstoffe er- 
mdéglicht. 

Literatur. 

1) C. Urbach, Stutenphotometrische Absorptionsbestimmungen in der 
medizinischen Chemie. Wien, E. Haim, 1932. 2) Derselbe, Klin. Wochen 
schrift 10, Nr. 52, 1931. 3) Ullmann, Enzyklopidie d. techn. Chem. 2, 
64, 1915. 4) G. Schultz. L. Lehmann, Farbstofftabellen 1, IV, 122, Nr. 280, 
Berlin 1929.. 5) J. M. Kolthoff, diese Zeitschr. 185, 345, 1927. 
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Uber die Einheitlichkeit der prosthetischen 
Gruppe der Himoglobine verschiedener Herkunft. 


Von 


Josef Poldermann. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage, ob es nur ein Himoglobin gibt oder mehrere Hiamoglobine 
zu unterscheiden sind, hat im Laufe der Zeiten so manche Wandlungen 
erfahren. Als es gelungen ist, den Farbstoff aus den verschiedensten 
Blutarten kristallisiert zu erhalten, durfte aus der oft recht verschiedenen 
Kristallform auf wesentliche Verschiedenheiten geschlossen werden, 
und man kam hiervon erst ab, als es spaiter in gewissen Fallen gelang, 
die bis dahin als charakteristisch geltende Kristallform durch Um- 
kristallisieren zu andern. Als weiterhin nachgewiesen wurde, daB 
das Hamoglobin welcher Tierart immer unwandelbar 0,34°,, Eisen 
enthalt, und daB in jedem kristallisierten Oxyhimoglobin auf 1 Molekiil 
Hamoglobin 1 Molekiil Sauerstoff entfaillt, war man iiberzeugt davon, 
daB man es im Hamoglobin ungeachtet seiner Herkunft stets mit der- 
selben Verbindung zu tun habe. 

‘Dieser Auffassung wurde ein Ende bereitet durch den an einigen 
Hamoglobinarten sicher gefiihrten Nachweis', daB im Schwefelgehalt 
sehr bedeutende und charakteristische Unterschiede bestehen kénnen 
(so z. B. 0,57°,, im Rinder-, 0,97°, im Katzenhimoglobin). Da der 
Schwefel in der Globinkomponente enthalten ist, beruht die Verschieden- 
heit der Himoglobine auf Verschiedenheiten der Globine, was auch tat- 
sichlich bewiesen wurde?. Dabei kénnte aber die eisenhaltige Kom ponente 
stets dieselbe oder aber ebenfalls verschieden sein. Zur Klirung dieses 
Umstandes wurden die nachfolgend beschriebenen Versuche ausgefiihrt. 

Oxyhamin (Hamatin), die eisenhaltige Komponente des Oxy- 
hamoglobins, ist nicht kristallisierbar, und bietet in der Form des 


1 Jolan Valer, diese Zeitschr. 190, 444, 1927; Elisabet Timar ebendaselbst 
202, 365, 1928. 
2 Emil Kaiser, ebendaselbst 192, 58, 1927. 
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bekannten amorphen, schwarzen Pulvers keine Gewahr fiir Reinheit. 
Wohl ist dies aber der Fall beziiglich des Chlorhamins (des friiheren 
Hiamins), das leicht dargestellt und umkristallisiert werden kann, also 
durchaus zuverlassig ist. Am Chlorhamin erbrachten bisher ausgefiihrte 
Untersuchungen weder physikalische, noch aber chemische Unterschiede ; 
dennoch kann es solche geben, und zwar die sich auf die sterische Kon- 
figuration beziehen. Ks soll nur an die glanzenden Untersuchungen von 
Hans Fischer iiber die vier isomeren Koproporphyrine erinnert werden, 
die sich nur in Form ihrer Methylester unterscheiden lassen. Wie bekannt, 
ist in jedem der vier Pyrrolkerne des Atioporphyrins, aus dem sich alle 
Porphyrine, weiterhin auch Oxyhaimin, Chlorhimin usw. ableiten 
lassen, ein Wasserstoff durch eine Methyl-, ein zweiter durch eine 
Athylgruppe ersetzt. Isomerien ergeben sich aber dadurch, da die 
Reihenfolge der substituierenden Methyl- und Athylgruppen eine ver- 
schiedene sein kann, einmal z. B. so, daB in dem durch die vier Pyrrole 
gebildeten Viererring die Methyl- und Athylgruppen einander stets 
wechselnd folgen, ein anderes Mal aber so, da8 an einer Stelle der Methyl- 
Athyl-Konfiguration die Athyl-Methyl-Konfiguration folgt. Da sich 
das Chlorhimin (vom eingefiihrten Eisen abgesehen) vom Atioporphyrin 
durch Ersatz von zwei Athylgruppen durch zwei Vinylgruppen, von 
anderen zwei Athylgruppen durch zwei Propionsiurereste ableiten laBt, 
sind den obigen ahnliche Isomerien auch beziiglich des Chlorhimins 
denkbar; nur ist die Frage, wie diese nachgewiesen werden kénnten. 

Von physikalischen Methoden hielt ich die Priifung der Licht- 
absorption am geeignetsten ° doch nicht die einfache Spektrometrie, 
die sich auf Lage bestimmung der Absorptionsstreifen beschrankt, 
sondern die spektrophotometrische Bestimmung der Lichtabsorption 
langs einer méglichst langen Strecke des sichtbaren Spektrums. Denn 
auf diese Weise kénnen sich charakteristische Unterschiede auch in 
dem Falle ergeben, wenn die Spektrometrie ein zweifelhaftes oder 
durchaus negatives Ergebnis liefert. Es soll diesbeziiglich bloB an das 
Oxy- und Kohlenoxydhaimoglobin erinnert werden, die sich spektro- 
metrisch nur in einer ganz geringen Verschiebung ihrer beiden Ab- 
sorptionsstreifen unterscheiden, wahrend die Extinktionskoeffizienten 
an den beiden von Hiifner seinerzeit vorgeschlagenen Stellen des Spek- 
trums (565 bis 554 und 542,5 bis 531,54) derart verschieden sind, 
daB ihr Quotient am Oxyhaimoglobin 1,58, am Kohlenoxydhamoglobin 
aber 1,10 betragt. 


Methodik der Versuche. 


Da es in diesen Versuchen auch auf allergeringste Unterschiede ankam, 
und es immerhin mdéglich ist, daB kleine Abweichungen bei der Darstellung 
des Chlorhamins zu solchen Unterschieden fiihren, habe ich streng darauf 
geachtet, daB Temperatur, Dauer des Erhitzens, Konzentration der ver- 
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wendeten Reagenzien stets dieselben seien.  Kristallisiertes Chlorhimin 
wurde nach dem bekannten Verfahren wie folgt dargestellt. Mit physiologi- 
scher Kochsalzlésung gewaschene Blutkérperchen wurden durch Zusatz 
von je '/, Volumen Wasser und Ather hamolysiert, die Hamoglobinlésung 
nach dem Verjagen des Athers (durch einen Luftstrom) in das dreifache 
Volumen von schwach siedendem mit 4,5 g Kochsalz pro Liter versetzten 
Eisessig Tropfen fiir Tropfen einlaufen gelassen, noch 10 Minuten lang im 
Sieden erhalten, dann abgekiihlt, 24 Stunden lang im Eisschrank belassen, 
der Kristallbrei nach Dekantieren der dariiber befindlichen Fliissigkeit 
am Filter erst mit verdiinnter Essigséure. dann mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und nach Kiister' umkristallisiert. Zu diesem Behufe wurde 
das Chlorhaémin in einem Pyridinchloroformgemisch (3cem Pyridin und 
10 cem Chloroform pro 1 g Chlorhaémin) gelést und in sehwach siedenden, 
wie oben mit Kochsalz versetzten Eissesig (140 cem pro 1 g Chlorhimin), 
dem unmittelbar vorher 0,5 cem konzentrierte Salzséure hinzugefiigt wurde, 
tropfenweise einlaufen gelassen, noch 10 Minuten lang im Sieden erhalten 
und weiter wie oben behandelt. Das Trocknen erfolgte in einem mit Schwefel- 
sdure und festem Atzkali beschicktem Exsikkator. 

Die spektrophotometrischen Bestimmungen wurden mittels eines seit 
Jahren im Institut benutzten, nach Martens und Griinbaum modifizierten, 
Kénigschen Apparats ausgefiihrt, der vor etwa 2 Jahren in derselben 
Werkstatte neu justiert wurde, in der der Apparat urspriinglich angefertigt 
war. Die Kalibrierung erfolgte nach dem Vorgang von G. Newmann?. Der 
Objektivspalt wurde 0,1 mm breit genommen; der von dem (nicht me8bar 
verstellbaren) Okularspalt eingeschlossene Spektralausschnitt hatte in 
Rot eine Breite von 15 wy, in Blau eine solche von 5 wy. Als Lichtquelle 
diente eine starke Metallfadenglithlampe in Milchglasgehiuse. Das Chlor- 
hamin wurde in 1°,iger Lauge gelést der Untersuchung zugefiihrt und die 
Konzentration der Lésung so gewahlt, daB an den verschiedenen Spektral- 
bereichen trotz verschiedener Lichtabsorption weder die Konzentration 
noch aber die Schichtdicke (10mm) ge&ndert werden muBte. Hierzu 
geeignet wurden Lésungen befunden, die 0,018 bis 0,020 ¢ in 100 cem ent- 
hielten. Die Ablesungen wurden in drei Etappen durchgefiihrt: zundachst 
in groBen Intervallen langst des gréBten Teiles des sichtbaren Spektrums, 
dann in weit engeren Intervallen um das Maximum und Minimum der 
Lichtabsorption herum. 


Die Ergebnisse der Versuche. 


Die Extinktionskoeffizienten wurden in simtlichen Versuchsreihen, 
um verglichen werden zu kénnen, auf 0,10°,, Konzentration der Lésung 
bezogen, also in sogenannte spezifische Extinktionskoeffizienten um- 
gerechnet. Ehe ich an die Besprechung der in den Tabellen I und IT 
zusammengestellten Daten gehe, soll auf einen Umstand aufmerksam 
gemacht werden, der mir zunachst nicht bekannt sein konnte und in 
den zu allererst ausgefiihrten Versuchsreihen zu einigen Unstimmig- 
keiten fiihrte. Die Lichtabsorption des in Lauge gelésten Chlorhamins 


1 Zitiert nach Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. d. physiol. u. pathol.- 
chemischen Analyse, 9. Aufl., S. 402, 1924. 
* Diese Zeitschr. 248, 208, 1932. 
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J. Poldermann : 


Tabelle 


II. 
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636.4 
625,5 
610.3 
605,5 
594.9 
587.6 
579.9 
569.9 
556.9 
537.3 
521,8 


614,8 
612.1 
610.3 
608,5 
606,7 
605,5 
604,2 
602.5 
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lings des ganzen Spektrums 


Mittelwerte der spezifischen Extinktionskoeffizienten 
des Chlorhimins von 


Katze Mensch 


4,19 4,16 4,21 3,97 4,10 
5,95 5,94 5,97 5,73 5,81 
7,02 7,04 6,87 6,82 6,86 
6,99 6,89 6,85 6,86 6,81 
6,54 6,45 6,37 6,36 6,33 
6,23 6,15 6,15 6,10 6,04 
6,07 6,00 5,93 5,99 5,86 
5,95 5,83 5,80 5,72 5,74 
6,08 5,98 5,95 6,17 5,88 
7,29 7.26 7,33 7,19 7,21 
8,19 7,99 7,96 7,85 8,07 
Dasselbe um das Absorptionsmaximum herum. 
6,93 6,76 6,82 6,77 6,84 
6,98 6,83 6,88 6,86 6,93 
7,04 6,89 6,94 6,89 6,95 
7,02 6,88 6,96 6,90 6,94 
6,97 6,85 6,93 6,89 6,87 
6,91 6,83 6,89 6,84 6,85 
6,81 6,76 6,81 6,82 6,76 
6,78 6,73 6,71 6,78 6,72 
Dasselbe um das Absorptionsminimum herum. 
5,98 6,02 5,91 6,04 5,94 
5,93 5,99 5,88 6,02 5,92 
5,91 5,92 5,83 5,98 5,87 
5,87 5,90 5,82 5,91 5,82 
5,82 5,86 5,78 5,91 5,79 
5,83 5,87 5,74 5,85 5,76 
5,78 5,86 5,74 5,83 5,75 
5.77 5,86 5,70 5,86 5,76 
5,74 — 5,7: 5,84 5,81 
5,84 _ 5,77 5,86 5,83 


Gesamt- 
mittel 


4,12 
5.89 
6,93 
6,89 
6,44 
6,16 
6,00 
5,92 
6,05 
7,24 
8,01 


6,81 
6,89 
6.95 
6.94 
6,90 
6,87 
6,79 
6,75 


5,98 
5,95 
5,91 
5,87 
5,84 
5,82 
5,80 
5,79 
5,78 
5.83 


hat naimlich ein Maximum bei etwa 609 und ein Minimum bei etwa 


566 wu. 


LaBt man eine solche alkalische Lésung stehen, so wird man 


bei wiederholten Ablesungen in der Gegend des Maximums auch nach 
mehreren Tagen stets denselben Wert erhalten, wahrend die Licht- 
absorption in der Gegend des Minimums und rotwirts davon schon 
innerhalb 6 Stunden bedeutend zunimmt, wie dies aus den Extinktions- 
koeffizienten in nachfolgender Zusammenstellung ersichtlich ist. 
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» 2 Tagen 
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Ich habe daher in allen spaiteren Versuchsreihen die Ablesungen 
unmittelbar nach erfolgter Lésung in der Gegend des Minimums 
begonnen, und die in der Gegend des Maximums zu allerletzt gelassen. 

Sieht man von diesen vereinzelten Unstimmigkeiten ab, so zeigten 
die Chlorhaminpraparate, die aus dem Blute verschiedener Individuen 
derselben Tierart gewonnen wurden, weder in der Lage der maximalen, 
bei 609 wu gelegenen, und in der der minimalen, bei 566 “yu gelegenen 
Lichtabsorptiqn, noch aber in deren GréBe Unterschiede, die gréBer 
gewesen waren, als den zulassigen Versuchsfehlern entspricht. Dasselbe 
war aber auch beziiglich der Chlorhimine aus verschiedenen Blutarten 
der Fall, wie dies aus den Daten der Tabelle IT ersichtlich ist, in der fiir 
je eine Blutart der Mittelwert berechnet ist. Diese Mittelwerte sind 
in Abb. 1 zur Absorptionskurve des Chlorhimins vereinigt, indem die 
spezifischen Extinktionskoeffizienten als Ordinaten in ein Koordinaten- 
system eingetragen wurden, auf dessen Abszissenachse die Wellenlingen 
verzeichnet sind. 
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Es laBt sich mithin sagen, daB die spektrophotometrische Priifung 
der verschiedenen Chlorhtimine keinen Anhaltspunkt dafiir geliefert hat, 
dag die prosthetische Gruppe der verschiedenen Héimoglobine eine ver- 
schiedene sei, aber auch dafiir nicht, daB soleche Unterschiede aus- 
geschlossen seien. Denn vor einiger Zeit wurde von Leikola* in diesem 
Institut gezeigt, daB das aus Chlorhamin verschiedenen Ursprungs 
dargestellte Hamatoporphyrin nicht immer dieselbe Lichtabsorption 
aufweist; in verdiinnter Lauge geléste Priparate vom Pferd und vom 
Rinde verhalten sich gleich, doch abweichend von Schweinehimato- 
porphyrin. Allerdings klingt es einigermaBen tiberraschend, daB die 
Chlorhamine gleich seien, die aus ihnen abgespalteten Hamatoporphyrine 
aber Unterschiede aufweisen sollen; immerhin JaBt sich aber derlei 
als méglich vorstellen. 


Diese Versuche wurden auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. Hari ausgefiihrt. 


1 Diese Zeitschr. 223, 436, 1930. 


<a aaRRONET EE 


te RO 


mR ere pew < 





Uber die Molekiilgrébe des a-Dextrins von F. Schardinger 
(a-Di- und a-Tetraamylose). 


(Osmometrische Untersuchungen an verdiinnten Lésungen polymerer 
Kohlenhydrate. I.) 


Von 
Max Ullmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Chemie. Abt. Hess.) 
(Eingegangen am 7. Juli 1932.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 
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1. Einleitung. 


Eine der wichtigsten Eigenschaften, die zur Charakterisierung von 
Lésungen herangezogen werden, ist der osmotische Druck. Diese GroBe 
gewinnt in den Fallen eine besondere Bedeutung, in denen die klassischen 
Methoden der Kryoskopie und Ebullioskopie (zur Bestimmung von 
Molekulargewichten) wegen zu geringer Temperatureffekte und gewisser 
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Stérungsmoglichkeiten unsicher oder nur unter besonderen Vorsichts- 
maBregeln empfehlenswert erscheinen. Neben der erheblich gesteigerten 
MeBgenauigkeit infolge gréBerer Ausschlage' erméglichen die direkten 
osmotischen Methoden Messungen in einem groBen grundsatzlich nur 
durch Schmelzpunkt und Siedepunkt des Lésungsmittels begrenzten 
Temperaturbereich. Sie bieten daher besonders fiir die Untersuchung 
solcher organischer Stoffe Vorteile, die in engen Grenzen der Versuchs- 
bedingungen tiefgreifenden Anderungen ausgesetzt sind. 


AnschlieBend an die bekannten Versuche Pfeffers? werden osmotische 
Drucke haufig unter Verwendung halbdurchldssiger Membrane gemessen®. 
Die Beobachtungen verschiedener Forscher weichen aber oft stark von- 
einander ab und stehen vielfach in Widerspruch zu Ergebnissen, die nach 
anderen Untersuchungsmethoden gewonnen wurden. Neben der groBen 
Schwierigkeit in der Wahl einer geeigneten Membran‘ (geniigende Festig- 
keit. wirkliche Undurchlassigkeit fiir die untersuchte Substanz)  ver- 
schleiern Adsorptionseffekte und andere uniibersichtliche, sowohl von der 
Membran als auch von der Lésung abhangige Erscheinungen (Donnan- 
Gleichgewichte*, anomale Osmose*) den durch den van ‘t Hoffschen osmoti- 
schen Druck der gelésten Substanz tatsachlich verursachten Effekt. Diese 
Unsicherheit bei Verwendung halbdurchlassiger Membran erschwert die 
theoretische Auswertung’ der Messung. 


1 Einer m/10 wasserigen Lésung entspricht ein osmotischer Druck 
von 170mm Hg, einer Gefrierpunktserniedrigung von 0,0185° C, einer 
Siedepunktserhéhung von 0,0052° C. 

2 W. Pfeffer, Osmotische Untersuchungen 1877. 

3 BE. H. Starling, J. of Physiol. 24, 317, 1899; 19, 312, 1896; 20, 364, 
1896; H. Rodewald u. A. Kattein, Zeitschr. f. physik. Chem. 33, 579, 1900; 
B. Moore u. Mitarbeiter. vgl. Kolloidzeitschr. 13, 133, 1913; EB. W. Reid, J. of 
Physiol. 31, 438, 1904; 33, 12, 1905; R.S. Lillie, Amer. J. of Physiol. 20, 
127, 1907; W. Biltz u. A.v. Vegesack, Otto Wallach-Festschrift 1909; 
Zeitschr. f. physik. Chem. 68, 357, 1910; 73, 481, 1910; W. Biltz, ebenda 
77, 91, 1911; S83, 625, 683, 1913; 91, 705, 1916; W. A. Caspari, Soc. 105, 
2139, 1914; J. Duclaux, C. r. 140, 1468, 1544, 1905; J. chim. phys. 5, 40, 
1907; 7, 407, 1909; zusammenfassende Ubersicht vgl. Kolloidzeitschr. 3. 
126, 1908; S. P. L. Sérensen, Proteins 1925; vgl. auch H. 106, 1, 1919; 
M.Samec, Kolloidchemie der Starke 1928; G. S. Adair, Proc. Roy. Soc. 
108, 627, 1925; 109, 292, 1925; 120, 573, 1928 usw.; M. Kunitz, zusammen- 
fassende Ubersicht vgl. J. Gen. Physiol. 10, 81], 1927; H. Kroepelin, zu- 
sammenfassende Ubersicht Kolloidzeitschr. 47, 294, 1929. 

4 Vgl. A. Findlay, Der osmotische Druck 1914. 

5 F.G. Donnan, Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 572, 1911 usw. 

® Vgl. K. Séliner, ebenda 36, 36, 234, 1930; K.Sdéliner u. A. Grollman, 
ebenda 38, 274, 1932. 

7 Vgl. Wo. Ostwald, Grundri®B der Kolloidchemie, 3. Aufl., 1912; 
Kolloidzeitschr. 23, 68, 1918; 49, 60, 1929; Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 
159, 375, 1932; Wo. Ostwald u. K. Miindler, Kolloidzeitschr. 24, 7, 1919; 
W. Haller, ebenda 49, 74, 1929; 56, 257, 1931; Wo. Pauli u. EB. Valko, 
Elektrochemie der Kolloide 1929, S. 449ff.; M.Samez, Kolloidzeitschr. 
59, 266, 1932. 
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Eindeutigere Resultate sind dagegen bei Bestimmung des osmotischen 
Druckes durch isotherme Destillation zu erwarten. Diesbeziigliche Methoden 
sind von groBer theoretischer Ubersichtlichkeit !. Bei ihnen dient ein zwischen 
Lésung und Lésungsmittel befindlicher Raum gleichsam als ideal-semi- 
permeable Membran, der fiir das Lésungsmittel, nicht aber fiir den gelésten 
Stoff passierbar ist. G. Barger* sowie R. Signer*® u. a.* haben Anordnungen 
zur Ausfiihrung von Molekulargewichtsbestimmungen durch Messung von 
Volumenanderungen bei isothermer Destillation beschrieben. Aber diese 
Verfahren scheinen nur in bestimmten Fallen anwendbar zu sein. Schon 
die lange Dauer einer Bestéammung (3 bis 4 Monate) wird auch die Anwendung 
der von Signer beschriebenen Apparatur in vielen Fallen wegen der be- 
sonders bei Kolloiden gegebenen Méglichkeit von Anderungen innerhalb 
der Lésung verbieten. Wieweit die von Treadwell® vorgeschlagene Versuchs- 
anordnung zu exakten osmotischen Bestimmungen verwertbar ist, laBt 
sich noch nicht beurteilen. 


Eine kiirzlich® beschriebene Anordnung zur Bestimmung osmotischer 
Drucke durch isotherme Destillation, bei welcher der Vorgang der 
Destillation in Anlehnung an die bekannten Versuche des Botanikers 
E. Askenasy’ bequem meBbar gestaltet ist, diirfte demgegeniiber die 
groBten Anwendungsméglichkeiten bieten. Die Apparatur, die aus einer 
bereits von Frazer und Patrick® gegebenen Versuchsanordnung ent- 
wickelt worden ist, gestattet nicht nur eine sichere Bestimmung des 
osmotischen Druckes sehr verdiinnter Lésungen, sondern erlaubt auch, 
wahrend der Messung gegebenenfalls in der Lésung sich vollziehende 
Anderungen zeitlich zu verfolgen, die bei Verwendung anderer Methoden 
verborgen bleiben miissen. Dies diirfte in vielen Fallen von auBer- 
ordentlicher Wichtigkeit zur Klarstellung der Verhaltnisse in instabilen 
Systemen werden. 


1 Uber die theoretische Ableitung der vorliegenden Gleichgewichts- 
bedingungen vgl. W. Nernst, Theoretische Chemie, 11. bis 15. Aufl., 1926, 
S. 164. 

2 B. 37, 1754, 1904; Soc. 85, 286, 1904. 

3 A. 478, 246, 1930. 

* Vgl. K. Rast, B. 54, 1979, 1921; B. Berl u. O. Hefter, A. 478, 235, 1930. 

5 W.D. Treadwell u. A. Weisz, Helv. 14, 609, 1931; es wird die Ge- 
schwindigkeit bestimmt, mit der die Kondensation von schwach iiber- 
sittigtem Dampf konstanter Konzentration an einen Tropfen der zu unter- 
suchenden Lésung erfolgt, wobei mit Hilfe einer Waage die Gewichts- 
zunahme des Tropfens verfolgt wird. 

® M. Ulmann, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 156, 419, 1931. 

* Verh. d. naturh.-med. Ver. Heidelberg, neue Folge 5, 325, 429, 1896/97. 

8 J.C. W. Frazer u. W. A. Patrick, Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 
130, 691, 1927; vgl. ferner R. V. Townend, Amer. Soc. 50, 2958, 1928; 
J. chem. Education 6, 98, 1929; J.C. W. Frazer, Coll. Symposium 7, 259, 
1930; F. T. Martin u. L. H. Schultz, J. phys. Chem. 35, 638, 1931; W.C. 
Eichelberger, Amer. Soc. 58, 2025, 1931. 








ids 








hen 
den 
hen 
mi- 
ten 
gen 
von 
iese 
hon 
ang 

be- 
alb 
hs- 
Alt 


her 
der 
ers 
die 
ner 


ts- 
26, 


30. 
re- 
er- 
er- 
ts- 





MolekiilgréBe des «x-Dextrins von F. Schardinger. I. 461 


2. Uber die MolekiilgréBe von x-Amylose. 
a) Zur Frage der Existenz der x-Diamylose (Historisches). 


Als erstes Untersuchungsobjekt wurde das von F. Schardinger! 
durch Einwirkung des Bacillus macerans auf Starke erhaltene x-Dextrin 
gewahlt. Neben dem gleichzeitig entstehenden f-Dextrin® nimmt es 
unter den Anhydriden von Polysacchariden eine besondere Stellung 
cin, da es in gewissen Eigenschaften, wie z. B. im Verhalten gegeniiber 
Jod, den natiirlichen Polysacchariden nahesteht®?. Das Kohlenhydrat 
ist daher vielfach als Modellsubstanz fiir den Aufbau der natiirlichen 
Polysaccharide herangezogen worden‘, und in der Tat diirfte eine Auf- 
klarung seiner Konstitution insbesondere in bezug auf seine Molekular- 
gréBe von hervorragender Bedeutung fiir das umstrittene Problem des 
Aufbaues der natiirlichen Polysaccharide sein. 


Nach den von H. Pringsheim und Mitarbeitern® in der iiblichen Weise 
auf kryoskopischem Wege in Wasser ausgefiihrten Molgewichtsbestimmungen 
kommt dem «-Dextrin die Molgr6Be eines Tetrasaccharids zu. Die Substanz 
zeigt insofern ein anomajes Verhalten, als sie nach den Beobachtungen von 
H. Pringsheim und K. Goldstein® bei Siedetemperatur keine entsprechende 
Exaltation aufweist, sich bei dieser Temperatur vielmehr wie ein Kolloid 
verhalt. Durch Acetylierung mit Essigsiureanhydrid bei Gegenwart von 
Zinkchlorid soll das «-Dextrin in ein Acetat iibergehen, dessen Molekular- 
gewicht in Eisessig einem Disaccharidanhydrid entspricht, das sich zu 
einem Kohlenhydrat entsprechender MolekiilgréBe verseifen léBt. Die 
entstandene ,, Diamylose*‘ zeigt nach H. Pringsheim eine so groBe Neigung, 
sich in Tetraamylose zuriickzuverwandeln’, daB die Reproduzierbarkeit 


1 Wien. klin. Wochensckr. 1904, Nr. 8; Zentralbl. f. Bakt. II, 14, 772, 
1905; 19, 161, 1907; 22, 98, 1909; 29, 188, 1911. 

2 Ein #-Dextrin ist von W. Biltz u. W. Truthe (B. 46. 1377, 1913) in 
wiisseriger Lésung einer direkten osmotischen Messung unterworfen worden. 
Die bestimmten Werte zeigen eine groBe Konzentrationsabhangigkeit. 
Ob hierfiir methodische Einfliisse oder Assoziation verantwortlich zu machen 
ist, 14Bt sich vorerst noch nicht entscheiden. Extrapolation auf wnendliche 
Verdiinnung weist auf das Vorliegen einer Hexaamylose hin. Nach einer 
freundlichen Privatmitteilung halt es Herr Prof. W. Biltz fiir méglich, daB 
tatsaichlich Assoziation vorliegt, so daB nur ein Teilbetrag der hohen Werte 
auf einen methodischen Einflu8 zu verrechnen ist. 

3 Vgl. hierzu auch die Ansicht von P. Karrer: ,, Die Starke stellt zweifel- 
los ein Glied einer mit den x-Amylosen isomeren Polymerisationsreihe des 
Maltoseanhydrids dar** (P. Karrer, C. Ndgeli, O. Hurwitz u. A. Wdilti, Helv. 
4, 678, 1921), S. 687. 

4 Vgl. P. Karrer, Polymere Kohlenhydrate 1925; H. Pringsheim, Die 
Polysaccharide 1931. 

5 H. Pringsheim u. A. Langhans, B. 45, 2533, 1912; H. Pringsheim, 
A. Weidinger u. H. Sallentien, B. 64, 2117, 1931. 

® B. 56, 1520, 1928, und zwar 8S. 1522. 

7 Schon bei mehrfachem Umbkristallisieren aus Wasser soll aus der 
Substanz Tetraamylose hervorgehen. 
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ihrer Darstellung unsicher ist. Nach P. Karrer' soll die Verbrennungs- 
warme dieser Diamylose etwas héher sein (4235 cal) als die der Tetraamylose 
(4186 cal). Im Gegensatz zu den Versuchen von H. Pringsheim stehen 
Versuchsergebnisse von A. Miekeley?. Danach ist die angebliche Diamylose 
mit der urspriinglichen Tetraamylose identisch. Miekeley betont, da8 
ihre Verschiedenheit von Tetraamylose neuer zuverlassiger Beweise 
bedarf**. In letzter Zeit hat H. Pringsheim*® noch eine gréBere Zahl von 
anderen Umwandlungsprodukten beschrieben, deren Beziehungen zu den 
Ausgangspraparaten unsicher sind, und die die Ubersicht iiber die wahren 
Zusammenhange erschweren. DaB auch schon beim «-Dextrin komplizierte 
Verhaltnisse vorliegen, geht aus einer réntgenographischen Untersuchung 
hervor‘’, bei der nicht weniger als sechs Modifikationen des «-Dextrins 
einwandfrei nachgewiesen werden konnten und fiir deren gegenseitige 
Beziehung ein in sich geschlossenes Umwandlungsschema aufgestellt werden 
konnte. Dabei bestatigte sich die Angabe von J. R. Katz und J. C. Derksen®, 
daB ,,x-Diamylose und «-Tetraamylose, unter gleichen Umsténden aus- 
kristallisiert und aufbewahrt, das gleiche Réntgenspektrum geben“. 


Neue Versuche sind notwendig, um die noch strittige Frage iiber 
die Existenz einer Diamylose zu entscheiden. Im folgenden wird iiber 
die Ergebnisse bei Anwendung der neuen osmometrischen Methode 
berichtet. 

b) Messungsergebnisse. 
Versuchsfiihrung. 


Der wichtigste Teil der Versuchsanordnung ist eine Glasnutsche 
(Schott & Gen. Jena Nr. 3 G4), deren Filterplatte als porése Platte 
dient. Wie aus dem Schema der Abb. 1 ersichtlich, ist das Ansatzrohr 
der Nutsche durch eine Kapillare verlingert. Der Raum unterhalb 
der Platte enthalt das Lésungsmittel, das im vorliegenden Falle Wasser 
ist. Die in der Kapillare.befindliche Wassersiule setzt sich nach unten 
in eine Quecksilbersiule fort, so daB von der porésen Platte weg- 
destillierendes Wasser (bzw. der umgekehrte Vorgang) sich durch Ver- 
schiebung der Grenzfliche Quecksilber—Wasser verfolgen laBt. Die 
zu untersuchende Lésung befindet sich in dem Raume um die Filter- 


' P. Karrer, C. Ndgeli, O. Hurwitz u. A. Wadlti, Helv. 4, 678, 1921 
besonders §S. 685. 

2 B. 68, 1957, 1930; 65, 69, 1932. Irrtiimlicherweise ist in einer vor- 
laufigen Mitteilung (K. Hess u. M. Ulmann, Naturw. 20, 296, 1932) als 
Autor fiir den Nachweis der Identitaét von «-Diamylose und «-Tetraamylose 
neben A. Miekeley auch P. Karrer genannt worden. Demgegeniiber sei 
berichtigend festgestellt, daB P.Karrer sich nur fi eine Verschiedenheit 
beider Produkte ausgesprochen hat; vgl. dazu die Angabe dieses Forschers 
iiber verschiedene Verbrennungswarmen. 

3 H. Pringsheim, A. Wiener u. A. Weidinger, B. 63, 2628, 1930; 
H. Pringsheim, A. Weidinger u. P. Ohlmeyer, B. 64, 2125, 1931. 

4 M. Ulmann, C. Trogus u. K. Hess, Ber. 65, 682, 1932. 

5 Zeitschr. f. physik. Chem. (A) 158, 337, 1932. 
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nutsche, der mit Hilfe einer Hochvakuumpumpe evakuiert ist. Das 
DestillationsgefaB steht in cinem geriumigen Thermostaten. 

Die ganze Anordnung zeichnet sich durch auBerordentliche Einfach- 
heit aus. Da die Lésung nur tiber die Dampfphase mit dem Lésungs- 
mittel in Verbindung steht, sind irgendwelche Kom- 
plikationen, wie sie die Verwendung von Membranen 
mit sich bringt, ausgeschlossen. Bomar’ 

Der héhere osmotische Druck der Lésung bzw. 







ihre héhere Dampfspannung bewirkt Destillation von 
der wassergetrinkten Platte zur Lésung. Herrscht 
im System Gleichgewicht, d. h. destilliert keine 
Fliissigkeit von der Platte zur Lésung, oder um- 
gekehrt, so bleibt die Lage des Quecksilbermeniskus 


4 
losung \\ Losungs- 


Millel 


bei a unverandert und die von der porésen Platte 
getragene Quecksilbersiule a— zuziiglich der auf a 
Quecksilber umgerechneten Wassersiule porése Platte 
—- a ist gleich dem osmotischen Druck der Lésung. 2 
Es ist aber wesentlich vorteilhafter, den osmotischen 
Druck nicht bei Gleichgewicht des Systems zu_be- 
stimmen, sondern aus der Destillationsgeschwindig 
keit bei willkiirlich gewahlten Drucken (verschiedene 
Einstellung der Héhe der Quecksilbersiule a—) PS cage 
und dem hierdurch gestérten Gleichgewicht zu er- Versuchsanordnung 
mitteln. 

seispiel: 0,3 °%ige «-Amyloselésung. In Abb. 2 sind die bei ver- 
schiedener Hohe der vor der porésen Platte getragenen Quecksilbersaule 
(12,2, 33,9mm usw.) beobachteten SteighGhen! des Quecksilbermeniskusa@ 
in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen. Die sich aus diesen Werten er- 
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Abb. 2. 
Abhingigkeit der Verschiebung des Quecksilbermeniskus yon der Zeit bei verschiedener 
Hoéhe der von der porésen Platte getragenen Quecksilbersiule. 


1 Ablesung mit Hilfe eines Kathetometers, Ablesungsgenauigkeit 
+ 0,01 mm. 
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464 M. Ullmann: 


Tabelle I (entspricht Kurve II in Abb. 3). 


a-Tetraamylose, ,,Modifikation 4°. 0,3022°,ige Lésung [= 4,66. 10-3 Mol 
(CgHyO;)4/Liter]. 20°C. 





— io Versuchsdauer Steighihe osuiaieiden 
mm bei 0°C Std. mm mm Std. 
12,2 6 + 1,26 + 0,210 
33,9 8 + 1,22 + 0,151 
40,5 8 + 1,00 + 0,125 
64,6 11 + 0,66 + 0,060 
69,0 10 + 0,46 + 0,046 
72,4 8 + 0,28 + 0,035 


85,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
0,1118 At = Molekulargewicht: 649.9 gef., 648.3 ber. 


gebenden Destillationsgeschwindigkeiten (Millimeter Steighéhe: An- 
zahl der beobachteten Stunden; vgl. Tabelle I) sind in Abb. 3 
gegen die Héhe der Quecksilbersiule aufgetragen und liegen auf einer 
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Abb. 3. 
Destillationsgeschwindigkeit in Abhingigkeit von der Hihe der yon der porisen Platte 
getragenen Quecksilbers&ule. 


Geraden (I)!, deren Schnittpunkt mit der Abszisse der osmotische 

Druck der Lésung ist. Aus diesem Werte, im vorliegenden Falle 85 mm, 

errechnet sich mit Hilfe der bekannten Gleichung von van’t Hoff 
Molekulargewicht = 22,41 (1 +- 0,00367 t) c/P 


* Der Neigungswinkel, unter welechem eine solche die Messungsdaten 
wiedergebende Gerade verlauft, hangt zum Teil von den Druckverhiltnissen 
innerhalb des Destillationsraumes ab, er ist fiir die Bestimmung selbst 
ohne Bedeutung. 
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(¢ = Temperatur in °C, ¢ = g Substanz im Liter, P = osmotischer Druck 
in Atmospharen) ein Molekulargewicht von 649,9, wihrend sich fiir ein 
Tetrasaccharidanhydrid 648,3 ergibt. 

Der groBe Vorteil dieser Arbeitsweise ist ohne weiteres ersichtlich. 
Die Bestimmung des osmotischen Druckes einer Lésung wird dabei 
durch mehrere Reihen von Einzelbeobachtungen gesichert, deren Zu- 
verlissigkeit durch ihre Anordnung auf einer Schaar von Geraden 
(Abb. 2) leicht kontrolliert werden kann. Eine weitere Kontrolle ist 
in den Geraden der Abb. 3 gegeben, bei denen jeweils ein einziger Punkt 
einer ganzen Beobachtungsreihe der Abb. 2 entspricht. 

Eine genaue Angabe iiber die Fehlergrenze der Messungen liBt sich 
schwer machen, sie diirfte weit innerhalb der Fehler fallen, die durch 
die Herstellung der Lésung bedingt sind (VW agefehler). 


Uber die Identitat von «-Di- und «-Tetraamylose. 

In Abb. 3 entsprechen Kurven I und II Praparaten, die nach 
Angaben von H. Pringsheim! x-Tetraamylose sind. Im _ besonderen 
ist die der Kurve I zugrunde liegende Substanz durch Trocknen der aus 
wasserhaltigem Athanol gewonnenen Kristalle erhalten worden. Sie 
war alkoholfrei (Athoxylbestimmung) und ist in dem Schema der Abb. 7 
der friiheren Mitteilung? als ,,Modifikation 2°‘ bezeichnet. Die der 
Kurve II entsprechende Substanz ist durch Trocknen der aus Wasser 
umkristallisierten, auf 1 C, 1 Molekiil Kristallwasser enthaltenden derben 
Kristallen gewonnen worden und ist in dem genannten Schema als 
,.Modifikation 4°° bezeichnet. 


Tabelle II (entspricht Kurve I in Abb. 3). 


«-Tetraamylose, },Modifikation 2‘. 0,2330° ige Lésung [= 3,59. 10-° Mol 
(CgHy O;),/Liter]. 20°C. 





Hohe der getragenen Destillations- 


Hg-Saule Versuchsdauer Steighihe geschwindigkeit 

mm bei 0°C Std. mm mm /Std. 
11,2 16 + 2.90 + 0,181 
18,5 5 + 0,74 + 0,149 
33,0 6 + 0,60 + 0,100 
62,7 13 + 0,10 + 0,008 
65,2 18 + 0,08 + 0,004 
102,9 8 — 0,86 — 0,107 
119,1 13 — 2,00 — 0,154 


66,0 = intrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,08684 At = Molekulargewicht: 645,4 gef., 648,3 ber. 


1 H. Pringsheim u. A. Langhans, B. 45, 2533, 1912; H. Pringsheim, 
A. Wiener u. A. Weidinger, B. 68, 2628, 1930. 
2 M. Ullmann, C. Trogus u. K. Hess, Ber. 65, 683, 1932. 
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Wie aus den Tabellen I und II, die den Kurven II und I entsprechen, 
hervorgeht, entspricht der gemessene osmotische Druck in beiden 


Fallen sehr genau einer Tetraamylose. 


In Tabelle HI und IV (Kurven III und IV der Abb. 3) sind die 
Ergebnisse fiir die angebliche Diamylose! wiedergegeben. In Uberein- 
stimmung mit den Befunden von A. Miekeley wird auch hier das Mole- 
kulargewicht fiir eine Tetraamylose gefunden. 


Tabelle III (entspricht Kurve III der Abb. 3). 
,.a-Diamylose**. 0,4758 °,ige Lésung [7,34 . 10-* Mol (C,H) 0,),/Liter]. 20°C. 





Hihe der getragenen 
Hg-Sdule 


mm bei 0°C 


37,2 
64,2 
88,4 
99,6 
104,6 
132,4 


ee 
Hm O10 AI OF 


Versuchsdauer 


Std. 


Steighihe 


mm 


+ 1,36 
+ 1,38 
+ 1,80 
+ 0,92 
+ 0,42 
+ 0,00 


Destillations- 
geschwindigkeit 
mm /Std 


+ 9,272 
+ 0,197 
+ 0.129 
+ 0,115 
+ 0,082 
+ 0,00) 


133,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,175 At = Molekulargewicht: 652,5 gef., 648,3 ber. 


Tabelle IV (entspricht Kurve IV der Abb. 3). 
,.%-Diamylose™. 0,6934°,ige Lésung [= 9,87. 10-3 Mol (Cg H)O;)4/Liter]. 





20°C. 
' Hohe der getragenen . ; Destillations- 
/ Hg-Siule Versuchsdauer Steighihe geschwindigkeit 
mm bei 0°C Std. mm mm/Std. 
27,0 f + 2,68 + 0,670 
63,3 5 + 2,58 + 0.516 
‘ 89,1 12 + 4,80 + 0,400 
132,7 8 + 1,72 + 0,215 


180,1 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,2382 At = Molekulargewicht: 645,8 gef., 648,3 ber. 


Einflu8B der Vorbehandlung auf das Molekulargewicht. 
(Réntgenographisch nachweisbare Modifikationen und Molekulargewicht). 


Da die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen ist, daB die 
Tetraamylose in den beiden letzten Fallen erst infolge der vor- 
genommenen Trocknung aus einer im urspriinglichen Praparat vor- 
liegenden ,,Diamylose“ hervorgegangen ist, wurde ein ungetrocknetes 
Praparat untersucht. 


? Vgl. Anmerkung 2 auf S. 462. 
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0,5350 g ungetrocknete Substanz, in 200 ccm Wasser gelést, ergab bei 
einem an einer gleichen Probe bestimmten Wassergehalt von 8,86°), eine 
0,2438°,,ige Lésung. Aus Tabelle V, welche diese Messungsergebnisse 
enthalt, geht einwandfrei hervor, da8 der TrocknungsprozeB ohne FinfluB 
auf die Molekiilgr6Be ist. 

Tabelle V. 
,.4-Diamylose*‘, ungetrocknet. 0,2438°,ige Lésung | 3.76 . 10-3 Mol 
(CgH,O;)4/Liter]. 20°C. 





ome ine Versuchsdauer Steighiéhe saockwrtemanad 

mm bei 0°C Std. mm mm, Std. 
18,0 9 + 1,40 + 0,156 

30,8 4 + 0,44 + 0,110 

34,7 5 -- 0,84 + 0,105 

37,0 S + 0,84 + 0,105 

56,2 11 + 0,34 + 0,031 

68.3 13 0,08 L. 0.006 

89.4 5 — 0,30 0,060 

113.3 16 — 1,52 — 0,095 


68,0 intrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
0.08947 At Molekulargewicht: 655.4 gef., 648,3 ber. 


Um zu priifen, ob der Lésungszustand der Amylose durch Kochen 
geindert wird!, wurde eine schon untersuchte Lésung (Tabelle ITI), 
die einer Tetraamylose entsprechende Werte ergeben hatte, 2 Stunden 
zum Sieden erhitzt, auf das urspriingliche Volumen aufgefillt und erneut 
gemessen. Wie die in Tabelle VI zusammengestellten Werte sowie die 
in Abb. 3 auf der Geraden III durch + gekennzeichneten Punkte 
zeigen, hat sich die «Lésung durch Kochen nicht geandert. 


Tabelle VI. 


..%-Diamylose“, Lésung gekocht. 0,4758°,ige Lésung | 7.34.10-3 Mol 
(CgHiO5)4 Liter}. 20°C. 





Hihe der getragenen 4 i Destillations- 
Hg-Saule Versuchsdauer Steighohe geschwindigkeit 
mm bei 0°C Std. mm mm Std. 
26,9 3 + 0,92 + 0,306 
98,8 13 + 1,30 + 0,100 
113,1 11 + 0,66 + 0,060 


Neben dem Nachweis, daf Praiparate der angeblichen Diamylose 
in bezug auf das Molekulargewicht véllig mit Tetraamylose identisch 
sind, folgt aus Tabeile I und IT, daB auch die réntgenographisch unter- 


1 Man vgl. dazu H. Pringsheim, A. Wiener u. A. Weidinger, B. 63, 
2628, 1930. 
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scheidbaren Modifikationen 2 und 4 in Lésung gleiches Molekular- 
gewicht besitzen. Zur Vervollsténdigung wurden die Versuche auch 
auf die wasserhaltige Form 3 ausgedehnt. SchlieBlich sind einige Pra- 
parate von Tetraamylose, die einige Jahre gelagert hatten und die 
vorlaufig ein aus dem Schema der Abb.7 der friiheren Abhandlung 


Tahelle VII. 


a-Amylose, ,,Modifikation 3°. 0,2100°,ige Lésung [= 3,24. 10-3 Mol 
(Cg Hyp Os5)q Liter }. 20° C, 





Hihe der getragenen Destillations- 


Hg-Siiule Versuchsdauer Steighéhe geschwindigkeit 
mm bei 09°C Std. mm mm Std. 
20,5 5 + 0,60 +- 0,120 
31,2 12 + 1,02 + 0,085 
36.0 5 + 0.64 - 0,080 
40,7 5 + 0,24 + 0,048 
50,1 13 + 0,38 + 0,029 


58,5 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
0,07696 At = Molekulargewicht: 656.4 gef., 648,3 ber. 


Tabelle VIII. 


a-Amylose, ,,Modifikation x‘. 0,2702°.ige Lésung [= 417. 10-% Mol 
(Cg HyO5)4/Liter}]. 20°C. 





Hohe der getragenen - es Destillations- 
2s Hg-Saule~ Versuchsdauer Steighohe geschwindigkgit 
mm in 0°C Std. mm mm Std. 
29,0 5 + 0,80 + 0,160 
41,5 7 + 0,72 + 0,103 
69,2 11 - 0,54 + 0,049 


77,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,1013 At = Moiekulargewicht: 641,5 gef., 648,3 ber. 


Tabelle IX. 


a-Amylose, ,,Modifikation y“. 0,2376°,ige Lésung [= 3,66. 10-* Mol 
(CgHy)O5)4/Liter]. 20°C. 





Hone eae" Versuchsdauer Steighihe gocchwindighci 
mm bei 0°C Std. mm mm/Std. 
16,8 6 + 0,82 + 0,137 
25,5 11 + 1,20 + 0,105 
42,2 8 + 0,56 + 0,070 
51,6 17 + 0,68 + 0,040 
66,0 24 + 0,00 + 0,000 


68,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,08947 At = Molekulargewicht: 638,8 gef., 648,3 ber. 
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herausfallendes Réntgenbild (Modifikation x und y) zeigten, untersucht 
worden. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tabelle VI], VILL und IX 
wiedergegeben. Es geht daraus hervor, da auch diese Priparate in 
Lésung unter den angegebenen Bedingungen iibereinstimmend das 
Molekulargewicht der Tetraamylose zeigen. Die die réntgenographischen 
Unterschiede bedingenden Ursachen verschwinden durch Auflésung der 
Modifikationen bzw. treten osmotisch nicht in Erscheinung. 


EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Molekiil- 
gréBe der «-Amylose in Wasser. 

Gelegentlich auftretende Stérungen bei der Messung des osmotischen 
Druckes von «-Amyloselésungen fiihrten schlieBlich zur Erkenntnis, daB 
der Lésungszustand der z-Amylose in Wasser von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung abhangt. Schon verhaltnismaBig geringe 
Anderungen, wie sie z. B. den py-Schwankungen des gewoéhnlichen 
destillierten Wassers entsprechen, haben unter Umstanden einen groBen 
EinfluB. Dabei hat sich weiterhin ergeben, daB auch Amylosepraparate 
selbst das pu des Lésungsmittels verandern, und zwar nach der alka- 
lischen Seite verschieben, so daB zur Einstellung eines bestimmten 
Ausgangs-py nicht nur das py des Lésungsmittels, sondern auch die 
Amylosekonzentration beriicksichtigt werden mubB. 

Bei gewéhnlichem destillierten Wasser (py = 5,5) zeigen 0,2- bis 
0,6°,ige Amyloselésungen kurz nach dem Auflésen gemessen ein py 
von 6 bis 7!. Eine solche Lésung zeigt einen osmotischen Druck, der 
tagelang (bis 12 Tage gemessen) konstant bleibt. 

Setzt man beispielsweise zu 100 ccm einer 0.2? igen «-Amyloselésung 
2cem einer 0,002 n NaOQH-Lésung?, wobei sich das py der Lésung nach 
8 bis 8,5 verschiebt, so andert sich der osmotische Druck mit der Zeit und 
strebt einem Endwert zu, der dem Molekulargewicht einer Diamylose 
nahekommt (Tabelle X und Abb. 4*). 

In Fig.5 sind iiber einen bestimmten Zeitabschnitt ermittelte 
Durchschnittswerte des osmotischen Druckes nach der Zeit aufgetragen. 
Entsprechende Angaben fiir eine 0,25°,ige Lésung bringen Tabelle XI 


1 Alle pxH-Messungen wurden vorerst nur qualitativ mit dem Farben- 
indikator der Firma Merck ausgefiihrt. Es sind Versuche im Gange, die 
pu-Messungen gleichzeitig mit der osmotischen Bestimmung im Osmometer 
auf elektrometrischem Wege durchzufiihren. 

? Kine derartig geringe Alkalikonzentration hat auf den osmotischen 
Druck selbst praktisch keinen EinfluB. 

* Die Bestimmung des osmotischen Druckes wahrend der Reaktion 
erfolgt durch Extrapolieren, indem durch die Punkte 1, 2, 3 usw. Parallelen 
zu der Geraden gezogen werden, die nach Ablauf der Reaktion durch 6, 7, 8 
und 9 bestimmt ist (P konstant). Die Schnittpunkte der Parallelen mit 
der Abszisse ergeben die osmotischen Drucke in den entsprechenden 
Reaktionsphasen. 
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Zeitlicher Verlauf der Umwandlung Tetraamylose —» Diamylose nach Alkalizugabe, 0,22 °/, ige 














Lisung. 
ft. 
90 [Cobo Oe); 
MOL ts 
_—__-- == 
730) are | 
S20} — id 
& 1101. an 
8 ol es 
S es i ee 
ce ol 
601. 
~ » ——— er (C34%09; /, 
g OF nl 
S ' eee ‘ ‘ , , 








10 
LA 1p Stan. ——> 


Abb. 6. 
Zeitlicher Verlauf der Umwandlung Tetraamylose —» Diamylose nach Alkalizugabe 0,25 °/) ige 
Lésung. 
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Tabelle X. 


a-Amyloselésung nach Alkalizugabe. 0,2210°,ige Lésung [3,41 . 10-* Mol 


(C,H y9O5)4/Liter]. 20°C. 
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Durchschnitt- 





baueed der Versuchs- ’ Destillations- licher 
Nr. Oig-Saule. dauer Steighdhe — geschwindigkeit — Mol.-Gew. 
mm bei 0°C Std. mm mm Std mm Hg 
0 6 — —_ 
1 37,9 18 + 1,30 + 0,072 67,5 598,6 
2 18,1 8 + 1,30 + 0,162 86,0 469.8 
3 53,0 4 + 0,49 + 0,10) 96,0 420.8 
4 71,6 12 + 1,09 0,083 105.5 383,0 
5 72,3 + 0,40 + 0,100 114,5 352,8 
as 6 34,6 4 + 1,80 + 0,200 17,0 345,3 
7 96,8 14 + 0,70 + 0,950 117.9 345,3 
8 43.8 7 - 1,24 + 0177 117.9 345.3 
9 101.5 16 + 0,66 + 0,041 117.0 345.3 
Tabelle XJ. 
«-Amyloselésung nach Alkalizugabe. 0,2554° ,ige Lésung [= 3.94. 10-* Mol 
(CH 05),/Liter]. 20°C. 
Durchschnitt- 
Hohe der _ , liche 
tragene Versuchs- ade Destillations- icher 
dese dauer Steighihe gota indigkeit ge Mol.-Gew. 
mm bei 0°C Std. mm mm/Std. mm Hg 
rN 2 : : ; aad 
79.1 13 — 0,26 0,020 72,0 648.5 
40,3 6 + 0,79 + 0.117 80,0 583.6 
20.1 5 + 1,00 + 0.2°0 89.) 524.6 
70.0 13 + 1.10 + 0,085 100.0 466.9 
re 31.9 5 + 1,10 + 0,220 107.5 455.8 
33,0 4 + 1,90 + 0,250 119.5 390,7 
101.6 3 + 0.2) + 0,967 123.5 378,1 
116.0 12 0.60 + 0,050 133.0 351,1 
78.1 9 + 1,56 + 0,173 137,0 340.8 
61,2 15 + 3,34 + 0,223 137,0 340.8 
792 4 + 0,78 + 0,195 137,0 340.8 
42.9 3 + 0,82 + 0,273 137.0 340.5 
17,2 6 + 2,06 + 0,343 137,9 340.8 
73,2 11 + 2.14 + 0,195 137.0 340.8 
104.4 9 + 0.84 + 0,093 137,0 340.8 
131,3 16 + 0,46 L 0,029 137,0 3408 
und Abb. 6. Aus Abb. 5 und 6 (vgl. die punktierte Kurve') geht hervor, 
daB der osmotische Druck nach Alkalizugabe erst allmahlich zu steigen 
beginnt, um sich nach einem Zeitabschnitt, in dem die Anderung schneller 
erfolgt, langsam dem Wert zu nahern, der einer Diamylose entspricht. 
: 1 Es sind Versuche im Gange, die zeitliche Anderung des osmotischen 
Druckes kontinuierlich zu registrieren. 
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Tabelle XII. 
z-Amyloselésung nach Alkalizugabe gekocht. 0,2330°,ige Lésung 
(3,59. 10-3 Mol (CgH4oO;),/Liter}. 20°C. 





Durehschnitt- 
Hohe der 




















retragene Versuchs- . Destillations- licher 
Wie-Sanle. ‘dauer Steighohe eooaainiaats “es Mol.-Gew. 
mm bei 09°C Std. mm mm Std. mm Hg 
be 5 aa — ae = 
71,0 14 + 1,32 + 0,094 100.0 426,0 
60,0 4 + 0,60 + 0,150 107.5 396,2 
47.6 4 + 0,80 + 0,200 111.0 383,8 
110,1 5 + 0,10 + 0,020 116.0 367,2 
195.9 14 + 0,80 + 0,057 123.0 346,3 
45.8 10 + 2.40 + 0,240 123,0 346.3 
87,6 16 + 1,80 + 0,112 123,0 346.3 
57,0 6 + 1,20 + 0,200 123.0 346.3 
34,5 7 + 2.00 + 0,286 123,0 346,3 
23,2 4 + 1,20 + 0,300 123,0 346.3 
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Zeitlicher Verlauf der Umwandlung Tetraamylose —» Diamylose nach Alkalizugabe und 
Erhitzen der Lisung. 


Die Reaktionskurve hat S-Form, ahnlich wie sie autokatalytische bzw. 
autokatakinetische Reaktionen zeigen. Sie entspricht nicht einem Reak- 
tionsverlauf, wie er fiir eine normale Dissoziation zu erwarten ist. Der 
Kurvenverlauf kénnte durch Uberlagerung mehrerer Vorgange verursacht 
sein. Zu seiner endgiiltigen Klarstellung sind weitere Versuche, ins- 
besondere die Bestimmung der Temperaturabhangigkeit! und des 
Konzentrationseinflusses, notwendig. 


1 


Vorlaufige Versuche haben gezeigt, daB ein starker ‘temperatur- 
einflu8 vorhanden ist. In Tabelle XII und Abb. 7 ist das MeBergebnis fiir 
eine 0,23°.ige Amyloselésung mit einem pH von 7,5 nach Alkalizugabe 
wiedergegeben, die vor der osmometrischen Untersuchung | Stunde zum 
Sieden erhitzt worden war. Aus dem Vergleich mit Abb. 5 und 6 geht 
hervor, daB nach dieser Zeit bereits ein osmotischer Druck erreicht wird, 
der sich bei 20° erst im Verlauf von etwa 30 Stunden einstellt. 
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Bei einer Messungsreihe unter Verwendung einer 0,568 °,igen 
Amyloselésung, die auf 100 ccm Lésung 12 cem einer 0,003 n NaOH - 
Lésung enthielt, begann die Umwandlung schon bei einem py von 7. 
Der erreichte osmotische Druck betrug 300mm Hg (fiir Diamylose 
berechnet 320mm). Weitere Alkalizugabe (px-Verschiebung bis 9,0) 
blieb auf das Ergebnis ohne Wirkung. 

Bei diesen Versuchen darf nicht iibersehen werden, daB die Di- 
amylosestufe niemals ganz erreicht wird. Es ist méglich, daB diese 
Beobachtung durch ein Gleichgewicht bedingt ist. 

In einer demnichst a. a. O. erscheinenden Untersuchung iiber ein 
anderes Kohlenhydrat ist neben dem EinfluB von px noch ein besonderer 
FinfluB der Konzentration auf die MolekiilgréBe festgestellt worden. 
Es mute daher auch im vorliegenden Falle mit einem Konzentrations- 
einfluB gerechnet werden und im besonderen mit der Méglichkeit, daB 
die Tetraamylose tiber die Diamylosestufe bis zu einer Monoamylose- 
stufe zerfallt. Aus Tabelle XIII geht hervor, daB bis zu einer Konzen- 
tration von nur 0,05 %, keine weitere Anderung des osmotischen Druckes 
auftritt. 

Tabelle XIII. 
x-Amyloselésung, Di-Stufe, sehr geringe Konzentration. 0,0541 ° ige 
Lésung [1,67.10-* Mol (CyH)0;),/Liter]. 20°C. 





scene Le Versuchsdauer Steighihe outdo 
mm bei 0°C Std. mm mm Std. 
10,2 9 + 0.54 + 0,060 
12,7 6 + 0,30 +- 0,050 
12,9 12 + 0,06 + 0,050 
19.4 10 + 0.36 + 0,036 
30.0 91 + 0.00 + 0,000 


31,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,04079 At = Molekulargewicht: 319.0 gef., 324,2 ber. fiir Di-Stufe 


Versuche zur Riickverwandlung. 

Verschiebt man das py der Lésung nach Ablauf der Molekiil- 
verkleinerung wieder nach der sauren Seite, so andert sich unter den 
bisher gepriiften Versuchsbedingungen der osmotische Druck der Lésung 
nicht. Eine 0,568 °,ige Lésung, die einen der Diamylose entsprechenden 
osmotischen Druck zeigte, wurde durch HCl-Zusatz auf ein px von 
4,5 eingestellt!. Der osmotische Druck anderte sich im Verlauf von 
3 Tagen nicht. Es geht daraus hervor, da8 unter diesen Bedingungen 


1 Gegeniiber dem groBen osmotischen Druck der Lésung kann der 
EinfluB dieser Salzsiuremenge selbst auf den osmotischen Druck ver- 


nachlassigt werden. 
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die Zerlegung der Tetraamylose in eine Diamylose durch py-Verschiebung 
nicht reversibel ist. Scheidet man aber aus der Diamyloselésung durch 
vorsichtiges Einengen bei Raumtemperatur die Amylose wieder ab, 
so zeigt das regenerierte Priparat unter den Bedingungen des Lésungs- 
zustandes fiir das Tetrasaccharid wiederum den osmotischen Druck 
der Tetraamylose. Das Versuchsergebnis ist in Tabelle 14 wiedergegeben. 
Dabei wurde das von der in Tabelle XII wiedergegebenen Umwandlung 
in die Disaccharidstufe herriihrende Praparat verwendet. 
Tabelle XIV. 


a-Amylose, aus der Disaccharidstufe abgeschieden. 0,2210°,ige Lésung 
[3,41 . 10-3 Mol (C,H )0;),/Liter]. 20°C. 





Hone ig saule’ | Versuchsdauer Steighihe quedeotemgeal 
mm bei 09°C Std. mm mm Std. 
14,6 7 + 0,70 + 0,100 
25,5 16 + 1,20 + 0,075 
29,0 6 + 0,40 + 0,067 
35,0 7 + 0,40 + 0,057 
43,3 14 + 0,50 + 0,036 
55,3 12 + 0,15 + 0,012 


60,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
0.07895 At = Molekulargewicht: 673.4 gef., 648,3 ber. 
Tabelle XV. 
a-Amyloselésung nach Séurezugabe. 0,24°,ige Lésung (3,70. 10-% Mol 
(CeHyO5),/Liter]. 20°C. 





ene ig Saule’ ~——--Versuhsdaner | Steighihe gocchwindigheit 
’ inm bei 0°¢ Std. mm mm Std. 
10,2 6 + 0,58 + 0,097 
12,5 5 + 0,44 + 0,088 
" 29.4 13 + 0,50 + 0,038 
29.6 10 + 0,40 + 0,040 


42,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,05401 At = Molekulargewicht: 1045. 
‘abelle XVI. 


a-Amyloselésung nach Séurezugabe. 1,002°,ige Lésung (1,543 . 10-* Mol 
(Cg Hy O5)4/Liter]. 20° Cc, 





Hohe der getragenen " ae Destillations-_ 
48 He-Saulee Versuchsdauer Steighihe | geschwindigkeit 
mm bei 0°C Std. mm mm/Std. 
40.2 4 + 1,08 + 0,270 
80,7 8 + 1,28 + 0.160 
112,5 11 + 0,83 + 0,075 


140,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
= 0,1842 At = Molekulargewicht: 1335. 
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Tabelle XVII. 
a-Amyloselésung nach Séurezugabe. 0,515”,ige Loésung [7,95 . 10-5 Mol 
(Cg Hy O,)4/Liter]. 20°C. 





“x a Versuchsdauer Steighihe guava 
mm bei 0°C Std. mm mm /Std. 
160,6 3 — 0,80 - 0,266 
128,1 13 2,80 0,215 
122.5 4 0,66 0,165 
95,7 4 0,54 — 0,135 
57,2 6 - 0,24 - 0,040 
34,5 6 t 0,00 L 0,000 


36,0 = extrapolierter osmotischer Druck in Millimeter Hg 
- 0,04737 At Molekulargewicht: 2609. 


Wird das px einer «-Amyloselésung (Tetrasaccharidstufe) nach der 
sauren Seite hin verschoben, so ergeben sich osmotische Drucke ent- 
sprechend Polysacchariden zwischen Octa- und Hexadekasaccharid. So 
wurden beispielsweise Drucke beobachtet, die dem Molekulargewicht 
von 1045, 1335 und 2609 entsprechen (Tabelle XV, XVI und XVII). 


3. Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Durch das aufgedeckte Verhalten der x-Amylose in Wasser 
werden zunichst die experimentellen Widerspriiche geklirt, die in 
bezug auf die alten Molekulargewichtsbestimmungen hervorgetreten 
sind. Die Versuche von H. Pringsheim, die fiir manche Priparate zu 
Molekulargewichten einer Diamylose gefiihrt haben, werden durch 
die Annahme verstandlich, daB hierbe} in schwach alkalischem 
Medium gearbeitet wurde, sei es, daB die Priparate geringfiigig ver- 
unreinigt waren (z. B. durch einen geringen Alkaligehalt, der von der 
Verseifung herriihrte), so daB sich beim Auflésen das py des Lésungs- 
mittels nach der alkalischen Seite verschoben hat, sei es, daB eine der- 
artige Verschiebung durch den Alkaligehalt der VersuchsgefiBe ver- 
ursacht wurde. Insbesondere wird verstiandlich, dab, wie Pringsheim 
angibt, nach mehrmaligem Umkristallisieren seiner Diamylose nur 
noch das Molekulargewicht der Tetraamylose beobachtet wird. 

Fallen diese zufalligen Stérungen fort, so findet man bei normalem 
Arbeiten nur Molekulargewichte entsprechend den Angaben von 
A. Miekeley fiir eine Tetraamylose. 

Auf Grund des gefundenen Zusammenhangs bieten sich besondere 
Schwierigkeiten fiir eine systematische Bezeichnung der Substanz. Neigt 
man dazu, den kleinsten in Lésung nachweisbaren Molekiilumfang als 
das wahre chemische Molekulargewicht der Substanz zu betrachten’, 


! K. Hess, A. 485, 103, 1923. 
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so wiirde man das «-Dextrin als Diamylose bezeichnen. Legt man aber 
das Molekulargewicht zugrunde, das unter ,,normalen“‘ Verhaltnissen 
(px = 6 bis 7) beobachtet wird, so wire die Substanz eine Tetraamylose. 
Die Schwierigkeiten werden noch gréBer, wenn man auch die Beob- 
achtung beriicksichtigt, daB in starker saurem Gebiet osmotische 
Drucke beobachtet werden, die noch héheren! Molekulargewichten 
entsprechen. Eine Entscheidung in der Bezeichnungsweise haingt von 
der Lésung der Frage ab, in welchem konstitutiven Verhaltnis die 
im Lésungszustande nachweisbaren Diamylosemolekiile zu den Tetra- 
amylosemolekilen stehen. 

Vorlaufig lassen sich hieriiber noch keine bestimmten Aussagen 
machen. Wesentlich fiir den in Frage stehenden Vorgang ist, daB die 
Bildung der Diamylose nicht momentan erfolgt. Derartigen Erschei- 
nungen ist man wiederholt begegnet. So bendtigt z. B. die Radikal- 
dissoziation der dehydrierten Phenanthrenhydrochinonather? etwa 
2!,, Stunden bis zur Einstellung eines Gleichgewichts. Gegeniiber 
diesem Vorgang, der durch eine normale Dissoziationskurve wieder- 
gegeben werden kann, sind die Verhaltnisse bei der «-Amylose kompli- 
zierter. Die beobachtete autokatalytische bzw. autokatakinetische 
Kurve erlaubt nicht, ohne weiteres Riickschliisse auf die Konstitution 
der Tetraamylose zu ziehen. Im besonderen laBt sich nicht entscheiden, 
ob die Komponenten des vorliegenden Systems nach Art von Molekiil- 
verbindungen durch Restaffinitaten zusammengehalten werden, welche 
durch py-Anderungen beeinfluBbar sind, oder ob andersartige Bin- 
dungen vorliegen. 

Fiihrt man die molekularen Anderungen auf die Wirkung von Haupt- 
valenzen zuriick und sieht man fiir die Verkniipfung der Zuckerreste, 
wie es heute im Rahmen der Hauptvalenzkettenhypothese fiir die 
Polysaccharide iiblich® ist, normale Glucosidbindungen vor, so ergeben 
sich bedenkliche Widerspriiche mit den bisherigen Erfahrungen der 
Zuckerchemie. Es lige dann in dem Ubergang Tetraamylose —> Di- 
amylose der Fall vor, daB durch eine geringe Verschiebung des py nach 
der alkalischen Seite Offnung von Glucosidbindungen und fiir den 
Ubergang Tetraamylose-Polyamylose bei einer schwachen Ver- 
schiebung nach der sauren Seite SchlieBung von Glucosidbindungen 
erfolgt, waihrend bei den bisher bekannten eindeutig durch Glucosid- 


1 Die osmotischen Messungen lassen allerdings nur auf mittlere Werte 
schlieBen, so daB die Méglichkeit besteht, da8 es sich in den héhermole- 
kularen Lésungen nur um Mischungen von molekular geléster Tetraamylose 
und teilweise kolloid geléster Tetraamylose handelt. 

2 S. Goldschmidt u. W. Schmidt, B. 55, 3187, 1922. 

3 W.N. Haworth, B. 65 (A), 43, 1932; K. Freudenberg u. E. Braun, 
A. 460, 288, 1928, besonders 8. 295/96. 
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bindungen aufgebauten Di- und Trisacchariden gerade ein entgegen- 
gesetztes Verhalten beobachtet wird (Spaltung im sauren Gebiet, groBe 
Bestandigkeit im alkalischen Gebiet). 

Beriicksichtigt man dabei noch, daB die «-Amylose unabhangig 
vom px der Lésung bei der Uberfiihrung in den festen Zustand (bei 
sonst gleichen Abscheidungsbedingungen und Nachbehandlungsopera- 
tionen) immer ein und dieselbe Substanz liefert, so wird es doch sehr 
fraglich, ob es sich bei diesen Vorgingen im Falle von Hauptvalenzen 
um die iiblichen aus dem Ergebnis der Methylierung gefolgerten Glucosid- 
bindungen handelt. Man wird wohl annehmen miissen, daB im Falle 
von Hauptvalenzen eine andere Atomkonfiguration vorliegt, oder dab 
andere als hauptvalenzmaBige Verkniipfungen den auffallenden Wechsel 
in der MolekulargréBe bedingen. 


Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Herrn Professor Dr. K. Hess danke ich fiir die Anregung zu vorliegender 
Arbeit und fiir das in weitestem MaB8e entgegengebrachte Interesse. 
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